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RESUMO

Durdo, ACCS. Efeitos da exposicao a fumaca do cigarro e suas implicagcfes na
neuroinflamacdo. 2019. 141f. Tese (Doutorado em Farmécia: Fisiopatologia e
Toxicologia) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, S&o
Paulo, 2019.

O Sistema Nervoso Central (SNC) humano é formado por cerca de 86,1 bilhdes
de neurbnios entre o encéfalo e a medula espinhal. O desenvolvimento pré-natal
humano (tempo da concepcdo ao nascimento) possui cerca de 38 semanas, e €
dividido na fase embrionaria que corresponde ao periodo das 8 semanas iniciais da
gestacéo, seguido pela fase fetal. A fase embrionéaria é o periodo mais vulneravel a
ocorréncia de anormalidades congénitas. Por ser um 6rgdo com grande periodo de
desenvolvimento, o SNC estad sujeito as alteragcbes genéticas, epigenéticas e
ambientais. Durante a fase de implantacdo do embrido, o DNA é mais vulneravel as
influéncias externas, como a fumaca do cigarro, aumentando o risco de retardo do
desenvolvimento fetal, o risco de morte subita pos-natal e de anormalidades do
sistema imune. Neste contexto, o objetivo deste trabalho € avaliar os efeitos da
exposicado a fumaca do cigarro sobre o processo de neuroinflamacdo da prole de
camundongos C57BL/6 expostos a fumaca do cigarro durante a gestacdo e
desafiados ou ndo com LPS. Para tanto, camundongos C57BL/6 fémeas prenhes
foram expostas a fumaca do cigarro desde o plug vaginal até o nascimento da prole.
No 3° dia de vida, os filhotes foram separados para trés linhas de trabalho: 1) “in vivo”:
os animais foram desafiados com LPS pelo periodo de 4h, seguidos de eutanasia e
analises de PCR Array do SNC. 2) “in vitro”: os encéfalos dissecados foram utilizados
para a preparacdo de cultura mista de glia e da cultura enriqguecida com neuronio.
Apds a maturacao celular, as células foram estimuladas com LPS 100 ng/mL e, apés
24h, foram realizados ensaios de CBA, citometria de fluxo, PCR, dosagem de NO,
avaliacdo de morte celular e metilagdo global. 3) Encefalomielite Autoimune
Experimental (EAE): apds o desmame, os animais foram mantidos em suas caixas
moradia por 8 semanas sem nenhum estimulo externo, e entdo foram imunizados com
MOG35-55 para o desenvolvimento da EAE. Nos experimentos “in vivo” observamos

0 aumento da transcricdo de genes relacionados ao processo inflamatorio, como



interleucinas e quimiocinas. Em relagao aos experimentos “in vitro” observamos maior
crescimento de células astrocitarias (astrogliose), e células da microglia com aumento
de moléculas co-estimuladoras (CD80 e CD86) bem como da transcricdo e
concentracdo de citocinas pro-inflamatérias e producdo de NO. Em cultura
enriquecida de neurdnio, foi observado aumento na porcentagem de células em
apoptose no grupo exposto a fumaca do cigarro desafiados ou ndo com LPS. O
bloqueio da atividade da microglia pela minociclina reverteu a apoptose e diminuiu a
producao de NO minimizando a morte celular. Em relagdo aos experimentos de EAE,
0s animais expostos a fumaca do cigarro no periodo gestacional, quando imunizados
na vida adulta apresentam aumento no grau da doenca bem como maior persisténcia
da mesma quando observado escore clinico, além de acompanhados de um grau
maior de infiltrado celular e desmielinizacdo. Desta forma podemos concluir que a
exposicao a fumaca do cigarro durante o periodo gestacional leva a uma programacao
fetal com aumento da resposta neuroinflamatoria frente a um estimulo sistémico,

trazendo consequéncias na vida adulta.

Palavras-chave: Neuroinflamacédo, Fumaca do cigarro, Cultura primaria de Glia,

Cultura enriquecida com neuronio, Encefalomielite Autoimune Experimental



ABSTRACT

Durdo, ACCS. Effects of exposure to cigarette smoke and its implications on
neuroinflammation. 2019. 141f. Thesis (Doctorate in Pharmacy: Pathophysiology
and Toxicology) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, University of Sdo Paulo, S&o
Paulo, 2019.

The human central nervous system (CNS) is made up of about 86.1 billion
neurons between the brain and the spinal cord. The human prenatal development (time
from conception to birth) is about 38 weeks, and is divided into the embryonic phase
that corresponds to the period of the initial 8 weeks of gestation, followed by the fetal
phase. The embryonic stage is the period most vulnerable to the occurrence of
congenital abnormalities. Because it is an organ with a long period of development,
the CNS is subject to genetic, epigenetic and environmental changes. During the
embryo implantation phase, DNA is more vulnerable to external influences such as
cigarette smoke, increasing the risk of delay on fetal development, risk of sudden
postnatal death, and abnormalities of the immune system. In this context, the aim of
this work is to evaluate the effects of exposure to cigarette smoke on the
neuroinflammation process of offspring of C57BL/6 mice exposed to cigarette smoke
during gestation and challenged or not with LPS. For this, pregnant female C57BL/6
mice were exposed to cigarette smoke from vaginal plug to offspring birth. On the 3rd
day of life the offspring were separated into three lines of work: 1) in vivo: the animals
were challenged with 1mg/Kg LPS and after 4h they followed to euthanasia; PCR
analysis of the CNS was made in this period. 2) in vitro: dissected encephalon’s were
used for the preparation of mixed culture of glia and the culture enriched with neuron.
After cell maturation, the cells were stimulated with 100 ng/mL LPS and, after 24 hours,
CBA, flow cytometry, PCR, NO assay, cell death and global methylation assays were
performed. 3) Experimental Autoimmune Encephalomyelitis (EAE): After weaning, the
animals were kept in their housing for 8 weeks without any external stimulus, and then
were immunized with MOGss.ss for the development of EAE. In the in vivo experiments
we observed increased transcription of genes related to the inflammatory process,
such as interleukins and chemokines. In vitro experiments showed higher growth of

astrocytes (astrogliosis) and microglia cells with increased stimulatory molecules



(CD80 and CD86) as well as the transcription and concentration of proinflammatory
cytokines and NO production. In the enriched neuron culture, an increase in the
percentage of cells in apoptosis was observed in the group exposed to cigarette smoke
challenged or not with LPS. Blocking microglial activity by minocycline reversed
apoptosis and decreased NO production by minimizing cell death. The EAE
experiments shows that the animals exposed to cigarette smoke in the gestational
period, when immunized in adulthood, present an increase in the degree of the disease
as well as a greater persistence of the disease; The higher as the clinical score higher
is the degree of cellular infiltration and demyelination. In this way we can conclude that
the exposure to cigarette smoke during the gestational period leads to a fetal
programming with increased neuroinflammatory response to a systemic stimulus and

that this is able to last until the adult stage.

Keywords: Neuroinflammation, Cigarette smoke, Glia primary culture, Neuron enriched

culture, Experimental Autoimmune Encephalomyelitis
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1. INTRODUCAO

1.1.Sistema Nervoso Central
1.1.1. Formacé&o do Sistema Nervoso Central

O Sistema Nervoso Central (SNC) humano é possivelmente o érgdo mais
complexo, compreendendo cerca de 86,1 bilhdes de neurdnios entre o encéfalo e a
medula espinhal. Um SNC adulto é capaz de ter entre centenas de trilhdes a um
guadrilhdo de sinapses e utiliza cerca de 18% de todo o oxigénio corporal. Seu
desenvolvimento se inicia na 42 semana p0s a concepgao e ocorre até o terceiro ano
pos-natal, sendo que apos este periodo a taxa de crescimento diminui e processos
como maturacdo, poda sinaptica, e mielinizacdo predominam (SILBEREIS et al.,
2015).

O desenvolvimento pré-natal humano (tempo da concepc¢do ao nascimento)
possui cerca de 38 semanas, e € dividido na fase embrionaria (56 dias ou 8 semanas)
e na fase fetal (31 semanas), sendo que a fase embrionaria € o periodo mais
vulneravel as anormalidades congénitas. Por ser um 6rgdo com grande periodo de
desenvolvimento o SNC estd sujeito a alteracbes genéticas, epigenéticas, e
ambientais que podem acarretar em alteracbes morfolégicas e funcionais
(O’'RAHILLY; MLLER, 2006; YAMADA et al., 2010).

O processo de neurulacéo se da de maneira bem rapida em todos os mamiferos
e tem seu inicio, aproximadamente no 23° dia pds-concepcional, com a inducéo da
placa neural ap6s a formacdo da notocorda. Este processo € seguido pelo
desenvolvimento do sulco neural, o qual é composto pelas dobras neurais ao longo
de cada lado da linha média da placa. O proximo passo ha formacéo do SNC € a fuséo
das dobras neurais que se iniciam a partir do centro e seguem de maneira rostral e
caudal para a formacao do tubo neural como apresentado na Figura 1 (SILBEREIS et
al., 2015).
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Figura 1: Fechamento do tubo neural no humano em desenvolvimento A) Quatro fases da
neurulacdo priméria no fechamento do tubo neural. Os painéis (a — c) séo vistas dorsais, enquanto o
painel (d) € uma vista lateral. (a — ¢) Fusé&o bidirecional iniciada a partir do local de iniciagdo original na
regido cervical média (a), seguida de fusdo bidirecional continuada (b e c) rostralmente em dire¢do ao
neuroporo anterior (sombreamento azul) e caudalmente em direcdo ao neuroporo posterior
(sombreamento verde), que progride como resultado de extensdo convergente e constricdo apical. O
painel (d) mostra um tubo neural fechado, com fusdo completa sobre o romobencéfalo, que ainda tem
gue ser coberto externamente. B) Estagios do fechamento do tubo neural em uma secéo transversal. A
placa neural eleva-se para formar dobras neurais, que progressivamente se apoiam, finalmente se
fundindo para criar um tubo neural fechado. Isso ocorre pouco antes do final do primeiro més de gravidez.
Adaptado de BLOM et al. (2006).
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Por possuir um crescimento desigual, nesta fase, o SNC ¢é dividido em seu
neuroeixo nas trés principais vesiculas do cérebro: o prosencéfalo (cérebro anterior),
o mesencéfalo (cérebro médio) e o romboencéfalo (cérebro posterior), restando a
parte caudal para a formagdo da medula espinhal. Estas regides sao subdivididas e
crescem rapidamente a medida que o desenvolvimento pré-natal avanca (O’RAHILLY;
MLLER, 2006).

O periodo fetal é caracterizado principalmente pelo crescimento, diferenciacéo e
formacdo dos 6rgaos (organogénese), ocorrendo um aumento de 40 vezes no peso
encefalico. Apés o nascimento o desenvolvimento do SNC € caracterizado por um
crescimento de dendritos e axdnios, seguido pela sinaptogénese, proliferacéo glial e
mielinizacdo. Vale destacar que as mudancas estruturais e a reorganizacao molecular
dos circuitos neuronais continuam até o final da infancia e adolescéncia,
paralelamente ao surgimento da cognicdo de ordem superior e 0 comportamento
complexo (SILBEREIS et al., 2015).

O processo de sinaptogénese € marcado pela formacéo das sinapses, um tipo
de comunicacdes célula-célula que permite o controle da transferéncia de sinais
guimicos ou elétricos entre um neurdnio pré-sinaptico e um alvo pos-sinaptico. Um
funcionamento adequado das sinapses € pré-requisito para todo o funcionamento
neuronal, e sua formacdo bem como sua regulagéo influenciam na aquisicdo e no
armazenamento da informacéo (BALDWIN; EROGLU, 2017; HAMI et al., 2018).

A formacéo das sinapses € um processo complexo que envolve diversas etapas,
desde a orientacdo do axbnio e do dendrito, combinacdo e estabilizacdo da
comunicacado, até a eliminacdo das sinapses de forma ativa. O encontro entre 0s
terminais pré e pos-sinapticos dependem de proteinas de membrana, como: as
moléculas de adesdo de células sinaptica (SynCAMSs); proteinas pertencentes a
familia das moléculas de adeséo celular (CAMSs); proteinas estruturais como as
caderinas e teneurinas; Fator de crescimento epidermal (EGF); e o par neurexina-
neuroglia (PETZOLDT; SIGRIST, 2014).

De maneira geral, o encontro dos axdnios e dendritos se da em um ambiente
com diversas possibilidades de conexédo, sendo formados botdes sinapticos funcionais
e ndo funcionais. Apés sua verificagcdo, as sinapses nao funcionais sao eliminadas de

maneira ativa pelas células da glia.
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A ontogénese do SNC dos roedores € diferente da dos humanos, uma vez que
0s roedores possuem um desenvolvimento pés-natal (FIGURA 2) consideravel em
relacdo ao humano. As duas primeiras semanas do periodo pos-natal de roedores
equivalem ao terceiro trimestre de gestacdo em humanos. Esse periodo caracteriza-
se por um rapido crescimento encefélico incluindo arborizacdo dendritica, crescimento
axonal, mielinizacao e pico dos processos de sinaptogénese, gliogénese e maturagao
da neurotransmissao (RICE; JR, 2010).
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Figura 2: Decurso temporal de alguns processos do desenvolvimento do SNC em roedores.
Tempo expresso em dias gestacionais (G) e pds-natal (P). (Adaptado de RICE; JR, 2010).

1.1.2. Surgimento das células da glia

As células da glia correspondem as principais células inflamatérias do SNC.
Dentre elas temos os astrocitos e as células da microglia. Conhecida como o
macrofago residente do SNC, a célula da microglia possui sua origem na vida
embrionaria (PRINZ; PRILLER, 2014).
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Derivadas de duas linhagens celulares diferentes, saco vitelineo e de células
tronco hematopoiéticas, as células da microglia migram para o SNC entre 0 9° e 11°
dia gestacional dos camundongos. Sua migracdo precede o aparecimento dos
astrocitos, que tem sua diferenciacédo iniciada no 15° dia gestacional, correspondendo
com o pico de neurogénese (13° e 15° dia gestacional). Isto ocorre pois ha o aumento
da liberacdo de cardiotrofina-1 pelos neurénios e de IL-6 pelas células da microglia,
0s principais fatores responsaveis pela diferenciacdo dos glioblastos derivados do
ectoderma neural em astrocitos (GINHOUX et al., 2013; MACHT, 2016) (FIGURA 2).

neurogenesi

Proliferacéo de
microglia

Migracéo de
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Desenvolvimento do camundongo

Figura 3: Proliferacdo/Migracdo de neurdnios, microglia e astrocitos. Em camundongos, o pico de
neurogénese ocorre no 14° dia gestacional (GD14); astrogliose tem seu pico poucos dias apés o
nascimento sendo nos dias pés-natal 2 e 3 (PD2, PD3); j& as células da microglia migram para o
encéfalo no 9° dia gestacional (GD9) e tem sua expansdo ao longo de todo o desenvolvimento.
(Adaptado de MACHT, 2016).

Neste periodo, as principais fun¢des da microglia sdo: (i) angiogénese; (ii) poda
sinaptica; (iii) fagocitose de células mortas; (iv) remodelamento sinaptico (STREIT;
MRAK; GRIFFIN, 2004). Durante o desenvolvimento, a microglia passa do estagio
ameboide com poucas ramificacdes, para uma célula de maior complexidade com
aparecimento de ramificacdes no periodo perinatal para finalmente chegar a uma
célula completamente desenvolvida e altamente ramifica no periodo pdés-natal
(FIGURA 3). Vale destacar que suas alteracfes correspondem as modificacdes no
tecido do SNC, como declinio na “apoptose de desenvolvimento”, formagao de arvores
dendriticas e sinaptogénese (EYO; DAILEY, 2013).

29



‘——)34-9

Microglia Microglia primitiva
Amebdide ramificada Microglia madura

Figura 4: Ramificacdo da microglia do desenvolvimento até a vida adulta. A) Microglia de
hipocampo de camundongo neonato, demonstracdo de um nlcleo e suas ramificacdes. B)
Representacdo esquematica de ramificacao progressiva da micrdglia do desenvolvimento a vida adulta
(Adaptado de EYO; DAILEY, 2013)

Por sua vez, os astrocitos tem um papel na homeostase neural durante o seu
desenvolvimento, uma vez que auxiliam no processo de formacdo, manutencao e
eliminacdo das sinapses, neuroprotecdo e formacao da matriz extracelular (MACHT,
2016).

Nas primeiras fases da neurogénese o contato célula-célula entre os astrocitos
e 0s neurdnios é o fator chave para o desenvolvimento das sinapses, porém com o
desenvolvimento e maturacéo das células os neurdnios passam a responder a fatores
liberados pelos astrocitos. Um exemplo que podemos citar € a formacéo das sinapses
glutamatérgicas, na qual a liberacdo de trombospondinas € responsavel pela
formacdo estrutural da sinapse, a citocina TNFa auxilia no recrutamento dos
receptores AMPA e os fatores neurotréficos, como o ADNF, séo os responsaveis pelo
recrutamento dos receptores NMDA (ALLEN, 2014).

Assim como as células da microglia, os astrocitos tem um papel importante na
eliminacdo do excesso de sinapses durante o desenvolvimento, podendo ser de
maneira direta, através da fagocitose de debris de axénios (CAHOY et al., 2008) ou
indireta pela liberacdo de TGF-B. Este é capaz de induzir a expressdo da proteina
iniciadora da cascata do complemento o C1lg, quando expressa por neurdnios este
sinaliza uma sinapse fraca e portanto recruta os componentes da cascata do fator C3,
sendo portanto reconhecidos pela microglia (C3R) levando a fagocitose neuronal
(BIALAS; STEVENS, 2013).
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1.2.Neuroinflamacéao

Dentre as fun¢bes das células da glia, uma que vem se destacando nos ultimos
anos € a capacidade de desenvolver uma resposta inflamatéria. Essa resposta tem
por base a producdo de citocinas e quimiocinas para comunicagdo entre as células
gliais e neurdnios, bem como para com as células do sistema imune periférico. O
processo neuroinflamatério deve ser bem regulado, uma vez que o seu desbalanco
pode acarretar em diminuicdo de complexos proteicos, menor reparo tecidual e
principalmente maior suscetibilidade a infeccbes quando esta resposta esta diminuida.
Por sua vez, uma resposta inflamatéria exacerbada também possui carater deletério,
uma vez que pode causar dano tecidual por morte de células neuronais pelo aumento
de citocinas proé-inflamatorias, como IL-1 e TNF-a, e aumento da producao de 6xido
nitrico (NO) e de espécies reativas do oxigénio (ROS).

As principais caracteristicas do desbalanco da resposta neuroinflamatoria
consistem em alteracdes da barreira Hematoencefalica (BHE) e mudancas no perfil
de citocinas das células da glia culminando no desenvolvimento/agravamento de
doencas neuroinflamatérias como acidente vascular cerebral e neurodegenerativas

como a Doenca de Alzheimer e a Esclerose Multipla.

1.2.1 Alteracdes inflamatorias da Barreira Hematoenceélica

Podemos dividir a caracterizacdo da BHE em dois aspectos: o histoldgico e o
molecular. Histologicamente, a BHE é composta por uma fina e continua camada de
glicocalix em um epitélio ndo fenestrado com baixa atividade vesicular e ligados pelas
tight junctions, além de duas membranas basais (membrana basal) e os pés
astrocitarios. Ja ao nivel molecular, a BHE € composta por ectoenzimas, receptores e
transportadores que regulam o trafego de substancia pela barreira (VARATHARAJ;
GALEA, 2016).

Desta forma, a BHE auxilia o sistema nervoso em: (i) manter os diferentes
compostos ibnicos em concentracbes funcionais; (i) manter um pool de
neurotransmissores; (iii) minimizar as concentragdes de proteinas para que nao haja
proliferacdo celular em excesso; (iv) minimizar o dano neuronal por diminuir a

exposicdo aos agentes toxicos; (v) reduzir o trafego de células e moléculas
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inflamatdrias para minimizar a inflamacéao local (KIM et al., 2012; VARATHARAJ;

GALEA, 2016).

Da mesma maneira que diferenciamos a composi¢cdo estrutural da BHE,

podemos separar as altera¢des causadas por uma inflamacéao sistémica em dois tipos,

as modificacbes com e sem ruptura da barreira, dependente da presenca ou nédo de

alteracdes fisicas (KIM et al., 2012).

As alteracbes com ruptura de barreira podem ser encontradas em diversas

condicdes, uma vez que nao sao patdgenos especifica. Estas possuem como

caracteristicas: alteracdes visiveis em niveis histolégicos e anatémico, alteracdes nas

tight junctions, dano endotelial, desnaturacdo do glicocdlix, aumento de trafego
vesicular e quebra dos limites gliais (FIGURA 5) (VARATHARAJ; GALEA, 2016).
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Figura 5: Esquema ilustrativo de alteracf8es inflamatdrias na barreira hematoencefalica.
Representacao da alteracdo de barreira com e sem rompimento durante uma inflamacao sistémica. As
proporcdes ndo tém intencdo de ser realisticas. CAMs — Moléculas de adesao celular. (Adaptado de

VARATHARAJ; GALEA, 2016).
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Ja as alteracbes sem rompimento da barreira sdo comumente patégeno
especificas e apresentam caracteristicas opostas; ndo apresentam alteracdes
estruturais uma vez que as modificacdes ocorrem ao nivel molecular; h4 o aumento
da producdo de citocinas pelas células endoteliais; além da upregulation dos
receptores e transportadores endoteliais. Mais ainda, ocorre alteracdes das células
astrocitarias e por fim aumento da entrada dos patégenos desencadeando o
reconhecimento dos patdgenos pelas células da microglia bem como sua ativagcéo
(FIGURA 5) (VARATHARAJ; GALEA, 2016).

1.2.2. Alterac¢des inflamatérias nas células da glia

Funcionando como a primeira linha de defesa, as células da microglia
“percorrem” o parénquima neural se comunicando com neurénios e endotélio, em
busca de perturbacdes da homeostase local. Quando seus receptores detectam
padrées moleculares associados aos patdgenos (PAMPs) ou dano (DAMPs), a
microglia se ativa e muda sua morfologia de espraiada e ramificada para uma célula
ameboide, facilitando assim seu deslocamento pelo parénquima e chegada no local
do dano (HARRY; KRAFT, 2012).

Vale destacar que além das alteracbes morfolégicas, quando ativadas, as
células da microglia passam a secretar fatores pro-inflamatérios como 6xido nitrico
(NO), espécies reativas do oxigénio (ROS), prostaglandina E2 e citocinas como TNFa,
IL-6 e IL-1B (KRAFT; HARRY, 2011; LEE, 2013).

Dependendo dos sinais liberados no microambiente as células da microglia
podem se ativar em duas linhas diferentes: os classicamente ativados (M1) e os
alternadamente ativados (M2). O fenétipo M1 é reconhecido por expressar diversos
fatores pro-inflamatérios, como TNFa, IL-1, IL-6, espécies reativas do oxigénio e
nitrogénio, sendo desta forma um potente fendtipo microbicida. Ja o fendtipo M2
possui uma caracteristica mais regulatoria e reparadora, liberando fatores como
arginase 1, IL-10 e chitinase-3-like3 (PRINZ; PRILLER, 2014).

Estes dois fenotipos séo intercambidveis, envolvendo neste processo diversos
fatores de transcricdo como o sinal de traducgéo e ativacdo de transcricdo (STATS),
fator regulador de interferon (IRFs), fator nuclear k B (NF-kB), proteina ativadora 1 (AP

1), peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR-y) e proteina responsiva de
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cAMP (CREB). Estes fatores de transcrigdo transcrevem citocinas intercambiaveis e
regulam a polarizagdo M1-M2 (FIGURA 6) (LIU et al., 2014b).

IFNy LPS TNF, IL-1, IL-6
"L IFNYR am TLR4 Receptor de citocina

IL-4Ra Receptor de Ac. Graxo TLR4
IL-4, IL-13 Ac. Graxo livre LPS

Figura 6: Vias de sinalizagdo da polarizagdo de macrofago. A figura ilustra diversos mecanismos
para polarizagdo dos macréfagos e a regulagéo entre M1 e M2. Estes incluem ativagao de STAT1 por
receptor de IFNy, aumento de NF-kB, IRF5 e AP1 via TLR4, aumento de AP1 via receptor de citocina,
ativacdo de STAT6 e IRF4 via receptor de IL-4, aumento de PPARYy via receptor de acido graxo, e
aumento de CREB via TLR4. O feedback regulatério é realizado pela relacdo STAT1-STAT6, IRF4-
IRF5, NF-kB-PPRAy, AP1-CREB, AP1-PPARYy. Estes mecanismos sdo de extrema importancia na
iniciacdo, desenvolvimento e fim do processo inflamatério. (Adaptado de LIU et al., 2014).

As células da microglia além de auxiliarem na inducédo do processo inflamatério
também atuam como células apresentadoras de antigeno (APC), ou seja, sdo capazes
de ativar linfocitos T e iniciar a resposta imune adaptativa. Para que isto ocorra ela
precisa apresentar algumas carateristicas especificas como o complexo maior de
histocompatibilidade de classe Il (MHCII), moléculas co-estimulatorias e de adesao,
bem como receptores e mediadores solUveis como citocinas e quimiocinas (XIAO;
LINK, 1999).

Para que a célula da microglia possa expressar estes fatores € necessario que
ela esteja ativada, desta forma, uma ativagéo via os receptores de reconhecimento de
padrbes, como € o caso da ligacdo do receptor semelhante a toll 4 (TLR4) ao
lipopolissacarideo (LPS), polariza a célula para o perfil M1 aumentando a expressao
de fatores como MHCII, CD80 e CD86 que sdo moléculas co-estimulatorias

responsaveis pela comunicagédo das APCs com os linfocitos (EWING et al., 2013).
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Além de ativar os linfocitos, os produtos liberados pela microglia ativada séo
capazes de influenciar outras células como por exemplo os astrécitos, cuja ativagéo
pode mudar o micro ambiente neuronal com modificagcbes nas concentracbes de
neurotransmissores a morte celular por aumento de citocinas inflamatorias
(CEKANAVICIUTE; BUCKWALTER, 2016; XIAO; LINK, 1999).

No sistema nervoso adulto, os astrocitos exercem diversas funcdes relacionadas
tanto com a manutencédo das sinapses quanto com a protecao do sistema frente a
uma agressao externa. As principais fun¢des dos astrdcitos sao (i) formacéo dos pés
astrocitarios na barreira hematoencefalica; (i) tamponamento das sinapses; (iii) célula
responsiva ao sistema imune (CEKANAVICIUTE; BUCKWALTER, 2016).

Assim como as células da microglia, os astrocitos podem ser ativados em dois
fendtipos diferentes: Al e A2. Os astrocitos Al séo ativados pelas células da microglia
do tipo M1, pela liberacdo de citocinas como IL-1a e TNFa. Apds sua ativagao eles
perdem a maior parte de suas funcdes fisiolégicas e ganham uma nova funcgéo
neurotoxica, levando a morte por apoptose de neurdnios corticais e motores além de
oligodendrocitos maduros e diferenciados (LIDDELOW et al., 2017).

Por outro lado, os astrécitos do tipo A2 sdo considerados protetores, uma vez
gue aumentam a transcricdo de proteinas neurotréficas. Este fendtipo é ativado
principalmente por dano tecidual, na qual fatores como morte celular, acidose, hipoxia
e sinais imunes aumentam a transcricdo de CLCF1, LIF, IL-6 e trombosponina que
auxiliam na formacdo de novas sinapses, reparo da barreira hematoencefalica,
diminuicdo da migracdo de células imunes além de atenuar o processo de morte
neuronal (ZAMANIAN et al., 2012).

Em resumo, quando ha dano ao SNC células residentes como os astrécitos e as
células da microglia sao ativadas e acabam por recrutar células imunes periféricas
como neutréfilos, mondcitos e linfécitos para montar uma resposta neuroinflamatoria.
Sendo assim a neuroinflamacédo representa a resposta coordenada frente ao dano
tecidual, podendo ser benéfica, porém sua persisténcia pode induzir uma injuria
secundaria dando inicio ao aparecimento de doencas neurodegenerativas (KRAFT;
HARRY, 2011; PRINZ; PRILLER, 2014; RANSOHOFF, 2016).
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1.2.3. Neuroinflamacé&o e o surgimento de doencas

Conhecido como “sitio imunoprivilegiado” o SNC era assim denominado devido
principalmente a presenca da BHE que formava uma barreira entre as células do SNC
e as da periferia. Este conceito, entretanto, vem se modificando com o passar do
tempo. Hoje sabe-se que células imunes ativadas sé@o capazes de transpassar esta
barreira (LOUVEAU; HARRIS; KIPNIS, 2015).

O grupo de Jonathan Kipnis (LOUVEAU et al., 2015) demonstrou que a interacéo
entre 0s sistema nervoso e imune esta mais préximo do que se imaginava, ao publicar
sobre a presenca de vasos linfaticos recobrindo a membrana dura-mater. Estes vasos
0s responsaveis por drenar macromoléculas para os linfonodos cervicais profundos,
bem como facilitar a transmigracdo de células imunes para o parénquima cerebral.
Em 2018, o mesmo grupo demonstrou que o bloqueio desses vasos linfaticos acarreta
em acumulo de moléculas com a proteina B-amiloide e consequentemente, diminuicéo
das func¢Bes cognitivas dos animais testados (MESQUITA; FU; KIPNIS, 2018). Estas
descobertas trazem uma nova luz para as doencas neuroinflamatorias e
neurodegenerativas.

A cronicidade da neuroinflamacéo, e consequentemente a ativacédo das ceélulas
da microglia e astrocitos, € um componente fundamental no estabelecimento,
perpetuacédo e resolucdo de doencas neurodegenerativas (STREIT; MRAK; GRIFFIN,
2004). Ja foi demostrado em diversos trabalhos que as células da microglia se
acumulam em lesfes de diversas doencas neurodegenerativas como € o0 caso da
doenca de Alzheimer, de Parkinson e Esclerose Multipla, tendo tanto um papel
protetor quanto degenerativo (SUZUMURA, 2013).

Existem diversos processos em que a neuroinflamacdo pode influenciar
negativamente, dentre eles a inibicdo da neurogénese hipocampal associado
diretamente a doenca de Alzheimer. Quando a microglia € ativada, por exemplo por
LPS, esta libera citocinas como IL-6, TNFa e IL-18 que levam a morte de precursores
neuronais (NPCs) e, portanto a uma menor diferenciacéo celular e consequentemente
um aumento no componente demencial da doenca (LYMAN et al., 2014a).

Outro ponto chave é a depuracdo da placa B-amiloide. Principal achado
neuroanatdémico que caracteriza a doenga de Alzheimer, diversos estudos mostram

gue a célula da microglia é capaz de fagocitar estas placas, porém de uma maneira
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ineficaz ou inadequada com o passar da idade. Ao fagocitar as placas B-amiloide, a
microglia se ativa e libera citocinas e quimiocinas que geram neuroinflamacao. Vale
destacar que na doenca de Alzheimer h4 um constante depdsito de B-amiloide e
portanto uma constante ativagéo das células da microglia (STREIT; MRAK; GRIFFIN,
2004).

Na doenca de Parkinson, o processo de neuroinflamacéo é parte integrante da
progressdo da doenca, uma vez que agregados de a-sinucleina podem ativar as
células da microglia levando as alterac6es morfofuncionais, aumento da proliferacao
e liberacdo de espécies reativas de oxigénio e citocinas. O aumento destes
mediadores inflamatérios pode recrutar leucécitos periféricos e atuar sobre os
neurdnios levando a morte celular que gera mais inflamacéao, resultando em um ciclo
vicioso de inflamag&o e morte neuronal (ROCHA; DE MIRANDA; TEIXEIRA, 2015;
WANG; LIU; ZHOU, 2015)

Em doencas autoimunes, a relacdo da inflamacao crénica com a progressao da
doenca é facilmente relacionada. Na Encefalomielite Autoimune Experimental (EAE),
modelo murino para a Esclerose Mdultipla, as células residentes ndo so6 interagem com
neurdnios lesionados, mas também com células imunes provenientes da periferia
reativando-as e levando o processo inflamatorio para uma resposta mais elaborada
em um ciclo de auto regulacéo positiva aumentando o dano tecidual e perpetuacéo da
doenca (SHEMER et al., 2015).

Alguns fatores séo descritos como responsaveis por este constante estado de
inflamacéo, dentre eles podemos destacar alteracdes genéticas e fatores ambientais
como a exposicao a fumaca do cigarro (GOLDSTEIN; KOPIN, 2007; MEDZHITOV,
2008).

1.3. TABAGISMO

1.3.1. Epidemiologia

Segundo o Atlas do Tabaco publicado em 2015, um total de 820 milhGes de
pessoas sdo fumantes no mundo, e este namero tende a crescer. Apesar da
implantacao de politicas publicas que levaram a reducdo do numero de fumantes em

paises como Brasil, Reino Unido e Australia, 0 aumento do consumo em um Unico
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pais, a China, fez com que este nimero se mantivesse elevado (FIGURA 7) (INGLE;
BAKLAND; SCOTT, 2015).

LCHNA e 0000 0 L

OUTROS PAISES

Figura 7: Top 10 - paises com maior consumo de cigarro em 2014 (Adaptado de INGLE;
BAKLAND; SCOTT, 2015)

Mesmo com a reducéo do numero de fumantes sendo expressiva durante estes
anos, houve um aumento do consumo de outras formas de nicotina como por exemplo
o cigarro eletrénico que mostrou um aumento de 900% de 2011 a 2015 nos estudantes
de ensino médio, representando uma nova porta de entrada a dependéncia
(WIENCEK et al., 2019).

Existe uma grande preocupacdo com a sobrevida de individuos tabagistas, o
Atlas do Tabaco aponta que para cada 10 cigarros fumados diariamente ha uma
diminuicdo de 5 anos na expectativa de vida e um aumento de 20 vezes no risco de
desenvolvimento de cancer de pulmao. Além disso, este mesmo trabalho relata que o
tabagismo foi responséavel pela morte de mais de 100 milhdes de pessoas no século
20 e sugere que este numero passara a 1 bilhdo no século 21 (INGLE; BAKLAND;
SCOTT, 2015; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017).

O tabagismo é um dos fatores agravantes para doencas crbnicas nao
transmissiveis como hipertensdo arterial, acidente vascular cerebral, doencas
coronarianas, doenca pulmonar obstrutiva crénica e cancer, sendo considerado o fator
de risco mais importante em homens e o segundo em mulheres (INGLE; BAKLAND;
SCOTT, 2015; OMS, 2015).
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O reconhecimento de que a expansao do tabagismo € um problema mundial fez
com que, em maio de 1999, durante a 522 Assembleia Mundial da Saude (AMS), os
Estados Membros das Nac¢des Unidas propusessem a adocao do primeiro tratado
internacional de saude publica da histéria da humanidade, negociado sob os dominios
da OMS: a Convencéo-Quadro para o Controle do Tabaco.

Esse tratado articula um grupo de agbes baseadas em evidéncias para
responder a globalizacdo da epidemia do tabagismo, onde se tem por objetivo
‘proteger as geracbes presentes e futuras das devastadoras consequéncias
sanitarias, sociais, ambientais e econdmicas geradas pelo consumo e pela exposi¢ao
a fumaca do tabaco, proporcionando uma referéncia para as medidas de controle do
tabaco a serem implementadas pelas partes nos niveis regional, nacional e
internacional, a fim de reduzir de maneira continua e substancial a prevaléncia do

consumo e a exposigcao a fumacga do tabaco” (INCA, 2011).

1.3.2.  Fumo Passivo

Uma das principais diretrizes da Convencéo-Quadro para o Controle do Tabaco
€ a diminuicdo da exposi¢cdo ao fumo passivo, que € definido como a inalacdo da
fumaca de derivados do tabaco, como cigarros e charutos, por individuos nao
fumantes em ambientes fechados. Esta fumaca é denominada poluicdo tabagistica
ambiental (PTA) (ALAVANJA et al., 2004; INCA, 2011).

Em seu relatorio, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) relatou que néo existe
dose segura para a exposicao passiva a fumaca do cigarro. Assim, o fumante passivo
sofre os efeitos imediatos da PTA, como irritacdo nos olhos, manifestacdes nasais,
tosse, cefaleia, entre outros, além dos efeitos a médio e longo prazo, tais como:
reducdo da capacidade funcional respiratoria, aumento do risco de aterosclerose,
doenca pulmonar obstrutiva cronica e cancer de pulméo, boca e laringe, além de

cancer de mama em mulheres pré-menopausicas (OMS, 2015; OPAS, 2008).
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A exposicdo passiva pode ocorrer em diversos locais como: trabalho,
restaurantes e principalmente em casa. Na Figura 8 podemos observar que a
exposicdo passiva na prépria residéncia representa mais de 20% no Brasil (INGLE;
BAKLAND; SCOTT, 2015). Vale destacar que ndo somente os adultos estdo expostos

a PTA, mas também criancas e recém-nascidos.
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Figura 8: Prevaléncia da exposi¢cdo a fumaca do cigarro. Grafico de individuos com idade > 15 anos no
periodo de 2008 - 2013. (Adaptado de INGLE; BAKLAND; SCOTT, 2015)

A crianca € o principal fumante passivo em residéncias de tabagistas, porém,
nao é a Unica afetada. Os recém-nascidos, além de inalarem a fumaca do cigarro, sdo
expostos aos componentes da mesma por meio do leite materno (SALMORIA;
OLIVEIRA, 2008).

Mais de 12 milhdes de recém-nascidos sdo expostos no Utero a fumaca do
cigarro por ano, sendo que dentre estes mais de 1 milhdo sdo de bebés nascidos nos
EUA (NG et al., 2013). No Brasil, KROEFF et al. (2004), revelaram que a cidade de
Porto Alegre foi a que apresentou maior indice de fumantes ativas durante a gestacéo
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(31,9%) e a cidade de Manaus a de menor indice (7,2%). Ja a cidade de S&o Paulo
apresentou 16,1% de gestantes fumantes.

Estes numeros sdo preocupantes uma vez que o feto € suscetivel as
consequéncias imediatas e tardias de uma gestante fumante, uma vez que algumas
substancias presentes na circulagdo materna podem atravessar a placenta
(SALMORIA; OLIVEIRA, 2008).

Conhecida como a interface imunologicamente ativa entre o feto e a mae, a
barreira placentaria esta sujeita as influéncias externas, as quais podem afetar o feto.
A privacdo de oxigénio causada pela exposicdo a fumaca do cigarro, por exemplo, é
capaz de alterar a proliferacdo das células citotrofoblasticas da placenta nos periodos
criticos do desenvolvimento embrionario e acarretar um aumento de doencas
imunoldgicas na vida pos-natal como a asma (PRESCOTT, 2008).

A exposicao pré-natal aos constituintes da fumaga do cigarro pode retardar o
desenvolvimento do feto, aumentar o risco da sindrome de morte subita infantil (SIDS)
e facilitar o desenvolvimento de doencas, como dependéncia, obesidade e disturbios
cardiometabolicos, além de alterar a resposta imune (LEE; PAUSOVA, 2013).

LIN et al. (2017), mostrou uma correlacdo entre 0 comportamento hiperativo de
criancas chinesas expostas a fumaca do cigarro durante o periodo gestacional. Ja o
grupo de NG et al. (2006), observou que a exposicado a fumaca central do cigarro em
fémeas prenhes da linhagem de camundongos B6C3F1, do 4° dia gestacional até o
parto por 5 dias na semana durante 4 h/dia, diminui a resisténcia dos neonatos contra
células de tumor transplantadas, além de reduzir a atividade de linfocitos T citotoxicos.
Em 2013, este mesmo grupo, mostrou que a diminuicdo da resisténcia as células de
tumor transplantada ocorre devido ao aumento da formacao de células CD4* CD25*
FOXP3* (Treg) no timo de uma maneira tempo dependente, diminuindo assim a

capacidade proliferativa dos linfocitos T citotoxicos (NG et al., 2013).

1.3.3. Fumacado Cigarro

A fumaca do cigarro é composta por mais de 7.000 substancias, entre elas a
nicotina, o monoxido de carbono, a ambnia, o benzeno, as nitrosaminas e 0s
radiois6topos do chumbo e poldnio, que contribuem para seu potencial carcinogénico.

Vale ressaltar que substancias como a nicotina e o benzeno possuem alta
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lipossolubilidade, atravessando com facilidade a barreira hematoencefélica,
favorecendo assim sua entrada no SNC (DUARTE et al., 2006; INGLE; BAKLAND;
SCOTT, 2015).

A PTA é composta pela fumaca central e a fumaca lateral. A fumaca central é
exalada apos a tragada, passando pelos filtros do cigarro e pelos pulmdes do fumante.
A temperatura de queima responsavel pela formacao da fumaca central € de cerca de
950°C. Ja a fumaca lateral é a grande responsavel pela PTA, uma vez que constitui
80% de toda a atmosfera tabagistica e € gerada entre as tragadas por meio da queima
lenta do cigarro em temperaturas mais baixas (350°C) que a central. A fumaca lateral
€ mais prejudicial que a central, uma vez que ndo passa por nenhum tipo de filtro
(cigarro ou pulméo), além de ser formada por uma combustdo incompleta,
apresentando maiores quantidades de substéncias toxicas e carcinogénicas por
unidade de massa (MELLO; PINTO; BOTELHO, 2001; OPAS, 2008; SALMORIA;
OLIVEIRA, 2008).

A composicao de cada cigarro varia de acordo com o tipo de folha de tabaco
empregada, além de sua manufatura, regido de plantio e das técnicas de
processamento e fermentacdo, fazendo com que cada cigarro queime de uma
maneira particular e produza uma fumaca com diferentes proporcdes de substancias
toxicas (MELLO; PINTO; BOTELHO, 2001).

Poucos trabalhos estudam a influéncia da fumaca do cigarro na formacao do
SNC. Sabe-se que a exposicao pré-natal aos componentes da fumaca do cigarro leva
ao mal desenvolvimento do SNC, promovendo altera¢cdes comportamentais, motoras,
sensoriais e cognitivas. A possivel explicacdo desse comprometimento no
desenvolvimento do SNC inclui alteracdes epigenéticas nos genes Hox, responsaveis
pelo direcionamento neuronal (MORMILE et al., 2013).

O enfoque do nosso grupo de pesquisa tem sido a avaliacdo dos efeitos da
exposicado a fumaca do cigarro durante o inicio do periodo pés-natal, ou seja, no
periodo critico de desenvolvimento do SNC. Até o momento, pudemos observar que
a fumaca do cigarro induz um estado de estresse oxidativo em diversas regibes
encefalicas, além de mostrar prejuizos ao processo de mielinizacéo e diminuicdo das
proteinas Olig-1 e proteina basica de mielina. Também observamos que ha prejuizos

nos processos de aprendizagem e memodria na infancia e alguns desses prejuizos
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mantiveram-se na adolescéncia e na fase adulta (LOBO TORRES et al.,, 2012;
TORRES-PACHECO, 2013; TORRES et al., 2015a, 2015b).

1.3.4. Exposicao a fumaca do cigarro e o surgimento de doencas

inflamatérias

Poucos trabalhos tém como objetivo estudar o efeito da fumaga do cigarro na
resposta inflamatéria do SNC, sendo o principal foco o pulmao, ja que este € o primeiro
orgado que entra em contato com a fumaca. JIANG et al., (2010) observaram que a
exposic¢ao a fumaca do cigarro durante 2h ao dia, por 16 dias consecutivos, aumentou
as células inflamatdrias no lavado bronco alveolar (BALF), sendo caracterizado
principalmente por monocitos e macrofagos. As citocinas também seguiram este
aumento, sendo detectadas diferencas nas quantidades de TNF-a, TGF-(, IL-6 e IL-
18 em relacao ao controle.

THATCHER et al., (2008) mostraram que camundongos expostos a fumaca do
cigarro por 6 vezes na semana, durante 2 semanas, apresentaram aumento das
células no BALF, sendo principalmente de macrofagos e neutrofilos. Mais ainda,
KARAOGLU et al., (2012) relataram que a exposicao de ratas prenhes a fumaca do
cigarro leva ao aumento do namero de células apoptoticas no pulméo da ninhada,
sugerindo uma maior fragilidade do feto a exposicédo da fumaca do cigarro.

Estudos apontam que a exposicdo intrauterina a fumaca do cigarro aumentou a
sensibilidade pulmonar a asma dos neonatos, justificado pela supressao do fator de
transcricdo T-bet, aumento da resposta TH2 de linfécitos e maior apresentacdo do
cromossomo 5q ‘TH2’ e o gendtipo GSTM1 nulo, o qual é responsavel pelo aumento
da transcricdo da enzima antioxidante glutationa-S-transferase (PRESCOTT, 2008;
SINGH et al., 2011).

Alteracbes epigenéticas causadas pela fumaca do cigarro tem tido destaque na
literatura e essas alteracbes podem ocorrer de 4 maneiras: (i) dano no DNA e
recrutamento das enzimas responsaveis pela sua metilacdo, as DNA
metiltransferases. As substancias como nitrosamidas e formaldeido, por exemplo,
podem causar quebras de cadeia dupla na fita de DNA e assim ativar 0 mecanismo
de reparo, o qual recruta a DNMT1 que adiciona um grupamento metila adjacente a

base reparada; (ii) efeito da nicotina na expresséo génica, por meio da diminui¢cdo do
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fator de transcricdo ligado ao AMPc e consequentemente diminuigdo da transcricao
de proteinas como as DNMTSs; (iii) ativacdo indireta de fatores ligantes de DNA,
impedindo assim a metilacdo de novo e a transcricdo genica; (iv) hipoxia, na qual a
ativacao da HIF-1a leva a um aumento da enzima metionina adenosil transferase 2A
responsavel pela sintese do SAM (LEE; PAUSOVA, 2013).

No entanto, pouco se sabe quais genes sao alterados pelas substancias toxicas
presentes na fumaca do cigarro. Os trabalhos encontrados na literatura evidenciam
gue a fumaca do cigarro € capaz de alterar os genes F2RL3, responsavel pela
expressao do receptor 4 de protease ativada, a qual esta envolvida nos processos de
ativacdo plaquetaria, hiperplasia e inflamacdo; e o gene do receptor de
hidrocarbonetos aromaticos (AHR), que € silenciado apds a exposicdo a este
xenobidtico diminuindo assim a taxa de biotransformacéo dos compostos presentes
na fumaca do cigarro (BREITLING et al., 2011; SHENKER et al., 2013).

Além destes genes, a exposicdo a fumaca do cigarro durante o periodo
gestacional pode hipometilar o gene da CYP1Al na placenta, facilitando assim a
depuracdo dos compostos que ali chegam. Outros trabalhos nesta mesma linha
mostram que a fumaca do cigarro altera o fator induzido de hipoxia HIF-1a ativando a
via do NF-kB e auxiliando no desenvolvimento do modelo murinho de doenca
pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) (JIANG et al., 2010; MONICK et al., 2012;
PRESCOTT, 2008).

Os trabalhos mencionados mostram que a fumaca do cigarro, além de influenciar
na resposta imune principalmente em seu 6rgao alvo, o pulméo, pode modular genes
importantes para o desenvolvimento tanto do sistema imune quanto do SNC.
Podemos observar um exemplo destes fenbmenos no trabalho desenvolvido por
KHANNA et al., (2013), eles mostraram que a exposi¢ao passiva a fumaca do cigarro
por 45 dias provoca aumento de genes proé-inflamatérios como IL-6, IL-1B € TNFa no
SNC de ratos Lewis.

Resultados obtidos previamente em nosso laboratério, mostraram que a fumaca
do cigarro aumenta a transcricdo génica de genes relacionados com a inicializacéo do
processo inflamatério, como os receptores responsaveis pelo reconhecimento de
PAMPs o TLR2 e o TLR4, além aumentar a transcricdo da iNOS, responsavel pelo
burst oxidativo de NO durante o processo inflamatério, quando desafiado com LPS

em regides como o hipocampo e o estriado (DURAQ, 2014).
44



Ainda que estes resultados deem o pontapé inicial nas consequéncias da
exposicdo a fumacga do cigarro no processo de neuroinflamacao, ndo se sabe ainda
quais as repercussbes de uma exposicdo gestacional nos processos
neurouinflamatérios da prole, uma vez que os filhotes sdo mais susceptiveis as
alteracdoes ambientais durante o seu desenvolvimento, podendo levar a mudancas
duradouras. Por este motivo, a hipotese deste trabalho sugere que exposicdes
gestacionais a fumaca do cigarro séo capazes de modular a forma que as células da
glia respondem a estimulos inflamatérios, podendo assim, acarretar em maiores

efeitos deletérios para o SNC.
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2. OBJETIVOS

Avaliar os efeitos da exposicdo gestacional a fumaca do cigarro sobre 0 processo
de neuroinflamacgé&o da prole de camundongos C57BL/6 desafiados ou ndo com LPS.

2.1.Estratégias experimentais

Com o intuito de verificar a influéncia da exposicdo a PTA durante a vida
intrauterina na ativacdo da resposta inflamatdria, foram utilizadas as seguintes
estratégias “in vivo™

v Avaliacdo da metilacdo global do SNC

v" PCR Array para avaliar o perfil de expresséao génica

v' Avaliacdo da perpetuacao das alteracdes neuroinflamatérias por meio do
protocolo de encefalomielite autoimune experimental (EAE)

O passo seguinte foi verificar os mecanismos pelas quais a fumaca do cigarro
pode modular a biologia das células da glia. Para tanto, foram utilizadas as seguintes
estratégias “in vitro™:

v" Quantificacdo por cytometry beads array (CBA) das citocinas IL-1b, IL-6,

IL-10, IL-12, TNFa e IFN-y

v" Avaliacéo do perfil de ativacao celular por meio dos marcadores CD11b,
CD80, CD86, GFAP
Quantificacdo de oxido nitrico
Avaliacao de astrocitos, micrdglia e neurdnio por imunofluorescéncia
Avaliacao da expressao dos genes IL-6, TNFa, IKK, TLR2, IL-10 e INOS
Avaliacdo da morte celular pela técnica de Anexina e PI

Avaliacdo da metilacdo global das células da glia

AN N N NN

Avaliacdo dos miRNAs 155, 146a e 223 na cultura de células da glia

47



Maleriacs e Méetodos



3. MATERIAIS E METODOS

3.1.Desenho experimental e protocolo de exposicao

Camundongos C57BL/6 fémeas, provenientes do biotério da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas (comité de ética CEUA/FCF/486) da Universidade de Sao
Paulo, mantidos em ciclo de 12 horas claro/escuro, com agua e comida a vontade,
foram alocados de forma a ter duas fémeas para cada macho durante 24 horas no
biotério de manutencdo do Departamento de Analises Clinicas e Toxicoldgicas da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo. Apds a
deteccdo do plug vaginal (GO) (confirmacdo de acasalamento) as fémeas foram
expostas a fumaca do cigarro durante o periodo gestacional, até o dia do nascimento
da prole (G21).

A exposicdo a fumaga do cigarro ocorreu em dois horarios, 9:00 e 16:00h, com
duracédo de uma hora cada, conforme protocolo ja estabelecido e utilizado em outros
trabalhos de nosso laboratorio (LOBO TORRES et al., 2012; TORRES et al., 2015b,
2015a). Os animais do grupo controle foram colocados em uma camara semelhante
e inalaram apenas ar sintético.

A exposicdo a fumaca de cigarro foi realizada dentro de uma camara de
polipropileno (564x385x371mm) acoplada a um sistema Venturi onde um fluxo de ar,
dentro de uma tubulacdo suavemente conica, produz uma pressao negativa (vacuo)
proporcional a velocidade do fluxo e as dimensdes da tubulacdo e, dessa forma, a
fumaca do cigarro é direcionada aos animais (FIGURA 10). Foram utilizados os
cigarros referéncia 3R4F produzidos pela Universidade de Kentucky (EUA), que
possui composicao descrita na Tabela 1. Estes cigarros, desenvolvidos especialmente
para pesquisa, garantem uma uniformidade entre as unidades e permitem a
comparacdo entre os diversos estudos realizados por qualquer laboratério de
pesquisa (Khanna et al., 2012).

Apés o nascimento, a prole foi utilizada no terceiro dia de vida (P3) para o
desenvolvimento do trabalho nos protocolos in vivo e in vitro (FIGURA 9).

Para os experimentos in vivo, os animais foram desafiados com 1 mg/Kg de
lipopolissacarideo (LPS) provenientes de Escherichia coli (0111:B4; Sigma), via

intraperitoneal (i.p.), e eutanasiados apds 4 horas para a remog¢ao do encéfalo.
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Para os experimentos in vitro, foram realizados dois tipos de cultura, a cultura
mista enriquecida com neurdnios (cultura neuronal) e a cultura mista de células da glia
(cultura mista) a partir do encéfalo dos neonatos. Atingida a maturagdo, as culturas
foram estimuladas com 100 ng/mL de lipopolissacarideo (LPS) provenientes de
Escherichia coli (0111:B4; Sigma), e, apos 24 horas, foram realizados os protocolos.

Assim, foram formados o0s seguintes grupos experimentais:

Grupo Controle — (CO) — Prole das fémeas expostas ao ar sintético no periodo
gestacional e submetidos ao desafio com salina (in vivo) ou meio (in vitro).

Grupo Fumante — (FU) — Prole das fémeas expostas a fumaca do cigarro no
periodo gestacional e submetidos ao desafio com salina (in vivo) ou meio (in vitro).

Grupo LPS- (LPS) — Prole das fémeas expostas ao ar sintético no periodo
gestacional e submetidos ao desafio com LPS (in vivo e in vitro).

Grupo Fumante + LPS — (FPS) — Prole das fémeas expostas a fumaca do cigarro

no periodo gestacional e submetidos ao desafio com LPS (in vivo e in vitro).

Desafioi.p. LPS | 4horas | Coleta CBA
1 mg/Keg SNC PCR

Andlise experimental:

Metilagdo Global

Exposi¢do

Fumaga do

Cigarro Animais na 8 Andlise experimental:
caixa moradia | eManas Indugdo EAE Escore Clinico
Histologia
G(0) G(21) P(3) % Andlise experimental:
Plug Vaginal Nascimento 32 dia pos natal 2 CBA
2 . .
O= Citometria
Cultura 7dias | Estimulo LPS | 24 horas Metilagdo Global
Primaria 21dias | 100 ng/mL mMiRNA

Imunofluorescencia
NO
Viabilidade celular

RT-PCR

Figura 9: Desenho experimental do projeto. Camundongos fémea foram expostas desde o plug
vaginal até a data de nascimento da prole. No terceiro dia de vida pés-natal, estes foram separados
para trés linhas de trabalho: 1) e 2) in vivo e 3) in vitro. 1) Os animais foram previamente desafiados
com LPS i.p. na dose de 1 mg/kg. ApGs 4 horas, os camundongos foram eutanasiados e o SNC
removido para as andlises. 2) Apés o desmame os animais foram mantidos em sua caixa moradia por
8 semanas, atingido o periodo os animais foram imunizados com MOGss.ss € acompanhados no
desenvolvimento da EAE. 3) Os encéfalos foram utilizados para preparacdo das culturas mista e
neuronal. Decorridos de 7 a 21 dias, as mesmas foram estimuladas com LPS 100 ng/mL e, apés 24
horas, foram realizados os procedimentos.
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Tabela 1: Constituintes do cigarro padronizado 3R4F da Universidade de Kentucky

Constituintes 3R4F (mg/cig)
Nicotina 0,726
Alcatrdo 9,4
Monoxido de Carbono 11,9
Benzeno 0,328
Benzopireno 0,0066
Tolueno 0,493
1,3-butadieno 0,236
Acetaldeido 0,4846
Acetona 0,2501
NOx 0,1912
Isopreno 0,1349
SISTEMA VENTURI
() AR SINTETICO C/E;)E(A
EXPOSIGAO

( T —

PR

CIGARRO DE
REFERENCIA
3R4F
————

Figura 10: Esquema demonstrativo do sistema venturi. Sistema utilizado na exposicdo a
fumaca do cigarro (ANDRIOLI, 2016)

3.2.Protocolo do periodo de eutanésia

Para padronizacéo do periodo de eutanasia realizado apds o estimulo com LPS
foram utilizadas proles provenientes de animais controle, ou seja, sem a exposi¢cao

prévia a fumaca do cigarro. Os filhotes foram desafiados com 1 mg/Kg de LPS ou
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salina e eutanasiados nos periodos de 1h, 4h, 8h, 12h e 24h apés o desafio. O sistema
nervoso central foi coletado e processado para a dosagem de citocinas pela técnica
de CBA.

3.3.Marcadores biolégicos

O controle biolégico da exposicdao foi realizado pela determinacdo de
carboxihemoglobina em sangue total, além das dosagens de cotinina e 3-
hidroxicotinina em plasma.

Foram também avaliados os parametros de peso das gestantes, peso dos

neonatos e consumo de agua e racao.

3.3.1. Avaliacdo do consumo de agua, racéo e peso dos animais

Para a avaliacdo do consumo de agua e racgao foi realizada uma pesagem no dia
0, ou seja, deteccao do plug vaginal e inicio das exposi¢des, da quantidade de racéo
colocada em cada caixa bem como do volume de agua em cada bebedouro.

A cada 5 dias foi avaliado o consumo de agua e de racao. No 19° dia foi realizada
a ultima medicdo e a partir dos valores obtidos foi feita uma média do consumo no
periodo por animal por caixa.

As fémeas prenhes foram pesadas até o 20° dia gestacional sempre antes da
primeira exposicao do dia. Os neonatos foram pesados, individualmente, apenas no

3° dia de vida, ou seja, no momento da eutanasia.

3.3.2. Determinacdo da concentracdo de carboxihemoglobina
(COHDb)

Para dosagem da COHDb, foi utilizado o método de BEUTLER; WEST, (1984) e
modificado por MALHEIRO (1991). O principio do método consiste na reducdo da
hemoglobina com ditionito de sodio formando hemoglobina reduzida
(desoxihemoglobina). Este agente redutor reduz todas as formas de hemoglobina

(metemoglobina e a oxihemoglobina), exceto a COHb. Os fatores de calibragcdo devem
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ser calculados para cada espectrofotometro e no caso, os fatores obtidos foram:
F1=1,2814; F2=0,7672 e F3=1,9170. A técnica utilizada esta descrita a seguir.

v Determinacao dos fatores de calibragéo:

Em dois tubos de ensaio (A e B), adicionou-se 3,0 mL do hemolisado, preparado
pela diluicdo de 100 yL de sangue total de n&o-fumante em 12 mL de solucdo
hemolisante (tamp&o em agua na proporcao 1:10). No baldo A, borbulhou-se CO por
3 minutos enquanto no baldo B borbulhou-se O2 por 15 minutos. Ambos os tubos
foram fechados imediatamente. As solu¢des com 100% de COHb e 100% de O2Hb
foram submetidas a corrente de N> por 2,5 minutos. Os tubos foram imediatamente
fechados apo6s o borbulhamento e 2,0 mL de cada solucao foram diluidos com solucéo
redutora (25 mg de ditionito de sodio em 20 mL de solugdo tampao) em baldes
volumétricos de 25 mL. A leitura das absorbancias das solucbes A e B foram

realizadas em 420 e 432 nm. Segue calculo dos fatores F1, F2 e F3.

F1=Abs Hbes432 F2=Abs COHb432 F3=Abs COHb 420
Abs Hbeq 420 Abs Hbeq 420 Abs Hbeq 420

v' Determinacdo de COHb nas amostras

Em um tubo de ensaio com tampa, adicionou-se 0,1 mL de sangue total e 12 mL
de solucdo hemolisante (tampao KH2PO4/K>2HPO4 0,1M pH=6,85 e agua, proporgéo
1:10). Apés homogeinizacédo por inversao, 2 a 3 vezes, o tubo foi deixado em repouso
por 10 minutos. A seguir, foram diluidos 0,2 mL do hemolisado com 2,3 mL de solucao
redutora (25mg de ditionito de sddio em 20 mL de tampao KH2PO4/K:HPO4 0,1M
pH=6,85). Essa mistura foi deixada em temperatura ambiente por 10 minutos. A leitura
foi realizada em 420 e 432 nm, utilizando como branco a solucao redutora. O calculo

da porcentagem de COHb foi realizado da seguinte maneira:

AR: Absorbancia relativa

%COHb =___1- (AR X F1) x 100 Sendo: AR = Abs 420/ Abs 432
AR (F2—F1)— F3 +1
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3.3.3. Determinacgédo da concentracdo de cotinina e 3H-cotinina

Esta técnica foi realizada em colaboragéo com o laboratério do Prof. Dr. Mauricio
Yonamine (FCF USP), na qual as técnicas ja se encontram padronizadas

v' Reagentes e outros materiais
Solventes e sais Merck (Alemanha).
Filtro PVDF 0,22 pm Novanalitica (Brasil).

v' Padrdes
Solucéo padréo de cotinina, 3-hidroxicotinina e cotinina-d3 foram adquiridos nas
concentragbes de 1 mg/mL e 100 pg/mL da Cerilliant Corporation (Round Rock,
Texas, EUA). O padrao deuterado foi utilizado como padréo interno. A partir destas

solucdes foram preparadas as solu¢des de trabalho.

v Preparo da amostra

Para dosagem de cotinina e 3-hidroxicotinina foram coletados plasmas das
fémeas no final dos 21 dias de exposicdo a fumaca do cigarro ou ao ar sintético.

A extracdo das amostras foi baseada no procedimento de precipitacdo de
proteinas. Primeiramente, as amostras foram centrifugadas a 9.878 x g por 10
minutos, e 25 pL do sobrenadante foram transferidos para um novo tubo e adicionado
200 pL de padréo interno de cotinina—d3 na concentracéo de 450 ng/mL (diluido em
metanol com 1% de bicarbonato de aménio). As amostras foram agitadas em voértex
por 10 segundos e novamente centrifugadas a 9.878 x g por 6 minutos. O
sobrenadante foi retirado e colocado em novo tubo contendo 175 pL de agua Milli Q
e as amostras foram entdo filtradas (filtro de seringa PVDF 13 mm de diametro com
poro de 0,22 um) e colocadas em um insert para injecao de 1pL no equipamento.

A curva de calibracao utilizou plasmas brancos em sua preparacao e foi realizada
com as concentracfes de 100, 250, 450, 650, 850 e 1000 ng/mL.

v' Dosagem de cotinina e 3-hidroxicotinina
A dosagem de cotinina e de 3-hidroxicotinina em plasma de ratos fémeas foi

realizada por cromatogria liquida com detecgéo por espectrometria de massas (LC-
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MSMS). Foi utilizado cromatégrafo liquido ACQUITY Ultra Performance LC™ (Waters,
EUA), acoplado a um espectrometro de massas do tipo triplo-quadrupolo modelo
Quattro Premier XE (Waters, EUA). A fonte de ionizag&o utilizada foi a eletrospray,
operada em modo positivo a 4000 V. Nitrogénio foi utilizado como gés de nebulizacdo
(800 L/H), gas secante (450°C) e auxiliar e foi utilizado o gas argbnio como gas de
colisédo (50 L/H). Foi realizado o monitoramento de reacdes multiplas (MRM) e as
transicOes i0nicas utilizadas para a quantificacdo das amostras encontram-se na
Tabela 2. A separacao dos analitos foi feita por meio de uma coluna de fase reversa
ACQUITY™ UPLC BEH C18 (2,1 x 100 mm, 1,7 um; Waters, EUA) e a separacao
ocorreu sob gradiente (Tabela 3) a uma vazao de 400 pL/minutos, na qual a fase A
utilizada foi tampé&o de bicarbonato de aménio (2 mM) e a fase B foi composta por
acetonitrila grau de pureza HPLC.

Tabela 2: Transicdo idnica de cotinina, 3-hidroxicotinina e cotinina D3

[
Transi¢ao idnica

Analito Transicao
Cotinina 177 > 79,8
Cotinina D3 180 > 100,7

3-hidroxicotinina 193 > 133,8

Tabela 3: Gradiente de concentracdo da fase B. Equipamento ACQUITY Ultra

Performance LC™ por tempo de injecao.

ACQUITY™ UPLC BEH C18
Tempo (min) Fase B (%)
0 2
0,2 2
0,8 1
1,3 100
14,2 100
14,3 2
17,5 2
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3.4.Cultura Priméria

As culturas celulares foram obtidas conforme o protocolo estabelecido por
SAURA; TUSELL; SERRATOSA (2003). Os encéfalos de animais de 3 dias de vida
foram removidos e as meninges foras dissecadas com o auxilio de lupa e o cerebelo
descartado. O tecido cerebral foi incubado com tripsina (0,25%) por 10 minutos a
37°C, ap0s este periodo a reacdo foi parada com 10% de soro fetal bovino (SFB) e
entao processada com pipetas de diferentes calibres para a digestdo mecanica. Apés
a digestéo, as células foram deixadas em repouso por 2 minutos e o sobrenadante
coletado e passado por filtro de 70 uM. A suspensao foi entdo centrifugada a 450 x g
por 5 minutos em temperatura ambiente. O pellet foi ressupendido em DMEN-F12
contendo 10% de SFB, 1% de L-glutamina (200 mM), 1% de aminoacidos né&o
essenciais, 1% de piruvato e 1% de antibiotico (penicilina e estreptomicina). As células
foram cultivadas em placas de diferentes diametros dependendo do experimento a ser
realizado.

Nos dois tipos de culturas utilizadas nesse trabalho foi realizado o protocolo
descrito acima, variando apenas no metodo de plaqueamento das células. Para a
cultura enriquecida com neurdnio, as placas foram previamente tratadas com Poli-L
lisina por 3 horas em estufa 37°C e posteriormente acondicionadas com meio por 30
minutos. ApOs este periodo, as células foram plaqueadas e incubadas por 7 dias a
37°C com 5% CO,. Para a cultura mista, as células foram plaqueadas sem a
necessidade de tratamento prévio das placas, elas foram entéo incubadas a 37°C com
5% CO- por aproximadamente 17 a 21 dias até o aparecimento das células da

microglia na camada superior.

3.5. Tratamento celular

Para o estabelecimento da concentracdo de LPS a ser utilizada no estudo, foi
realizado um experimento de dose resposta, no qual as culturas foram estimuladas
com 1 yg/mL ou 100 ng/mL de LPS. Apds o desafio aguardou-se 24 horas para a
coleta do sobrenadante e a producéo de citocinas foi analisada pela técnica de CBA.

Apbs o experimento de dose resposta, foi estabelecido que as culturas seriam

desafiadas com 100 ng/mL de LPS e, ap6s 24 horas, seriam realizados os protocolos.
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Para determinar se os efeitos observados eram provenientes da atividade da
microglia, as células foram tratadas com aminociclina (10 uM) 24 horas antes do

estimulo com LPS.

3.6.Citometria de Fluxo

v' Avaliacdo da expressédo de moléculas de superficie

Apos confluéncia das culturas, as células foram descoladas com tripsina (Gibico
- 0,25%) por 20 minutos e posteriormente ressuspendidas em meio DMEM Hans F12,
seguido de centrifugacédo 450 x g a 4°C por 5 minutos o pellet celular foi entédo
ressuspendido em 25 yL de solugédo de bloqueio (Fc block na diluicdo 1:100) para
impedir a ligacéo inespecifica dos anticorpos, sendo a incubacao realizada por 20
minutos a 4°C. Logo ap0s este processo, as células foram centrifugadas a 450 x g a
4°C por 5 minutos e ressuspendidas com os anticorpos especificos conjugados com
os fluorocromos (CD80 - PE, CD86 — PERCP e CD11b - APC) na diluicdo de 1:100.
As células foram entdo incubadas pelo periodo de 20 minutos a 4°C, e posteriormente
lavadas duas vezes com 200 yL de PBS e ressupendidas em 200ul de PBS para

leitura.

v' Avaliacdo da expressao de marcadores intracelulares

As amostras foram ressuspendidas em 50 yL de Fixperm® e incubadas por 20
minutos a temperatura ambiente (TA) sendo em seguida adicionados 150 pL de
Permwash® e incubados no escuro por 5 minutos a TA, em seguida as amostras foram
centrifugadas a 450g a 4°C por 5 minutos. Apos este processo, as células foram entéo
incubadas com o coquetel do anticorpo desejado (GFAP — FITC). As células foram
posteriormente lavadas, centrifugadas a 450 x g a 4°C por 5 minutos e ressuspendidas
em 200 ul de paraformoldeido 1%.

A aquisicdo e analise das amostras foram realizadas em citdmetro de fluxo FACS
Accuri C6® (Becton & Dickinson, Mountain View, CA).
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3.7.Avaliagcéo de morte celular por Anexina e PI

ApoGs a coleta do meio, foi acrescentado Tripsina (0,25%) nas células para que
as mesmas descolem da placa. As células foram entdo colocadas em estufa a 37°C
por 20 minutos, apoés este periodo a reacdo foi parada com 10% de soro fetal bovino
(SFB) e as células coletadas e colocadas em tubos cbnicos de 15 mL para
centrifugacéo a 450 x g por 5 minutos. Posteriormente, o sobrenadante foi descartado
e as células foram lavadas e ressuspendidas em tampao de ligacdo (10 mM Hepes
(pH 7,4), 150 mM NacCl, 5 mM KCI, 1 mM MgCl. e 1,8 mM CacCl,) contendo anexina
V-FITC e Pl na diluicdo 1:20 (em volume final de 20 pL). A incubacédo ocorreu por 20
minutos em temperatura ambiente, no escuro. ApOs esse periodo, foram
acrescentados 80 pL do tampéo de ligacdo e a amostra fora adquirida no citbmetro de
fluxo FACS Accuri C6® (Becton & Dickinson, Mountain View, CA).

3.8.Imunofluorescéncia

Apos o periodo de confluéncia das células, o meio de cultura foi removido, e as
células que estavam aderentes a placa, foram lavadas 3 vezes com PBS e
posteriormente fixadas com metanol 100% por 20 minutos em temperatura ambiente,
seguida de nova lavagem com PBS. A seguir, as células foram incubadas com uma
solucéo de glicina 40 mM em PBS por 5 minutos, a qual se seguiu nova lavagem. Os
sitios inespecificos foram bloqueados com solucdo de bloqueio (Triton 0,05%, BSA
1% em PBS) durante 2 horas em temperatura ambiente. Apos lavagens, as células
foram entdo incubadas com anticorpo primario em diluicdo especifica (marcacao para
microglia — lectina de tomate marcada com FITC (1:500); marcacao para astrocito —
anticorpo anti-GFAP (1:5000); marcacao de neurdnio — MAP2 (1:500)) overnight a 4°C
em camera escura. As células foram lavadas com PBS durante 5 minutos por 5 vezes
e incubadas por duas horas em temperatura ambiente em camera escura com
anticorpo secundario especifico (GFAP anti-mouse — alexa flior 594 1:500; MAP2
anti-chiken — alexa flior 555 (1:250)) diluidos em solucdo de bloqueio. Ao final da
incubacdo, as células foram novamente lavadas por 5 vezes com PBS. Foram
acrescentados 150 pL de DAPI (1:100.000) por 15 minutos para a visualizagéo

nuclear, seguida de 5 lavagens de 5 minutos.
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3.9.Dosagem de citocinas

Para a quantificagéo das citocinas in vivo o tecido do SNC foi homogeneizado
em tampao Tris HCI pH 7,4 (50 mM Tris, 150 mM NacCl, 5 mM CacCl,, 0,02% NaNs, 1%
Triton X, e inibidor de protease). Apdés homogeneizacdo, as amostras foram
centrifugadas a 17.000 x g por 30 minutos e a dosagem foi realizada no sobrenadante.
Para as andlises in vitro foram utilizados o sobrenadante das culturas para as
dosagens.

A gquantificagdo das citocinas IL-183, IL-6, IL-12, IFN-y, IL-10, MP2 e TNF-q, foi
realizada pelo ensaio de Citometry beads array (CBA), seguindo instrugcbes do
fabricante - BD®.

3.10. Dosagem de 6xido nitrico

Para a realizacdo desta técnica foram adicionados em igual propor¢céao (1:1) o
sobrenadante das culturas e o reagente de Griess (0,1% N-1 Naftil-etilenediamina; 1%
sulfanilamida; 2,5% de H3PO4). As amostras foram entdo incubadas por 10 minutos
em temperatura ambiente e posteriormente foi realizada a leitura em
espectrofotometria (550 nm). As analises foram comparadas com curva de NaNO: (0

- 100uM) previamente estabelecida.

3.11. PCR

v' Extracdo do RNA

Durante todo o protocolo foi utilizado material livre de RNAse. A lise das células
foi feita adicionando-se 1 mL de TRIzol® (Invitrogen), sendo as amostras mantidas por
5 minutos em temperatura ambiente. A seguir, foram adicionados 200 pL de
cloroférmio, seguido de agitacdo manual com espera de 2 a 3 minutos para garantir a
separacao das fases. Os microtubos foram centrifugados a 12.000 x g por 15 minutos
a 4°C para separacdao do RNA, DNA e proteinas. O RNA foi colocado em novo
microtubo para a adicdo de 500 puL de isopropanol e com posterior agitacdo em vortex.
Apds repouso em temperatura ambiente de 45 minutos a 1 hora, as amostras foram

centrifugadas por 15 minutos em 12.000 x g a 4°C para a remocao do sobrenadante,
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evitando contato com o precipitado de RNA. Apés a adi¢do de 1 mL de etanol 75% e
centrifugacédo a 7.500 x g por 5 minutos a 4°C, o sobrenadante foi descartado e o
precipitando foi submetido a secagem em temperatura ambiente, por
aproximadamente 5 minutos. Posteriormente, o RNA foi ressuspendido com 25 pL de
agua ultrapura (RNAse/DNAse free). A quantificacdo do RNA foi feita em NanoDrop
1000 (Thermo Scientific).

v" Preparacdo do cDNA

Foi utilizada uma concentracéo de 1 pg/pL de RNA, diluido em 13 pL de solucdo
RNAse/DNAse free, ao qual foram adicionados 1 pyL de Oligo dT e 1 pL de dNTPmix,
e misturados utilizando a pipeta. Esta mistura foi levada ao termociclador por 5
minutos a 65°C, sendo a reacdo seguida por incubacdo no gelo por 1 minuto. O
préximo passo consistiu na adicao de 4 pL de 5 x first-strand Buffer, 1 uL de DTT 0,1M
e 1 pL de Super Script Il RT 200 U/uL. A mistura foi novamente homogeneizada com
pipeta, e levada ao termociclador por 60 minutos a 50°C no primeiro ciclo, 15 minutos
a 70°C no segundo ciclo e posteriormente 5 minutos a 4°C. O cDNA foi armazenado

a -20°C até o momento das analises.

v" PCR em tempo Real

O cDNA preparado foi diluido em uma proporcéo de 1:5, sendo entéo utilizados
5 uL da solucéo para cada andlise. O procedimento consistiu na preparacdo de um
meio reacional contendo 1 pL de 20x Tagman Gene Expression Assay, 10 pL de 2x
Tagman Gene Expression Assay Master Mix e 4 uL de agua ultrapura (RNAse/DNAse
free), este meio foi pipetado nos tubos Strip®, e em seguida foi adicionada a solucéo
de cDNA. A partir deste momento a reacéao foi levada ao aparelho de Real Time da
Applied Biosystems, onde foi realizada a leitura do PCR.

Para as andlises de PCR Array, a extracdo de RNA e a preparacdo de cDNA
seguiram o método descrito, porém para a reacao de PCR foram utilizadas placas de
TagMan™ Array Mouse Immune Response. Estas placas vém previamente
acondicionadas com os diferentes primers por poco (Anexo 10.4), desta forma foram
acrescentados 10 pL de cDNA e 10 pL de Master Mix por pogo para uma concentragcéo
final de 50ng de cDNA, e a reacéo foi incubada no aparelho de Real Time da Applied

Biosystems.
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Para as analises de PCR Real Time foram utilizados primes TagMan™ para os
genes IL-6, IL-10, TGF-B, iINOS, TLR4 e Chuk (IKK).

3.12. Quantificacdo de miRNA

Est4 técnica foi realizada em colaboragdo com o laboratério de biologia
molecular do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB-USP) sob coordenacédo da Profa.
Dra. Silvana Auxiliadora Bordin da Silva com auxilio da aluna de doutorado Tanyara
Baliani Payolla, na qual a técnica ja se encontra padronizada.

O RNA foi extraido conforme descrito no item 5.11, e a sintese de cDNA foi
realizada a partir de 130 ng de RNA total através de uma reacdo de poliadenilacéo,
seguida pela reacéo de transcricdo reversa. Resumidamente foram adicionados 2 uL
de RNA a um mix de poliadenilacdo contendo 1 pL de buffer, 1 uL de ATP, 0,5 uL de
poliadenilase (5000 U/mL — New England Biolabs #M0276L) e 5,5 pL de agua
ultrapura (RNAse/DNAse free). As amostras foram entéo levadas ao termociclador por
10 minutos a 37°C. Apos este periodo foram adicionados 0,5 pL de adaptador (primer
universal) e a reacdo voltou ao termociclador, sendo o primeiro ciclo a 60°C por 5
minutos e o segundo a 25°C por 2 minutos. Para a reagcao de transcriptase reversa
foram adicionados 9,5 pL do mix de Hight Capacity contendo 2 uL de buffer, 0,8 uL de
dNTP, 2 uL de primer, 1 pL de enzima e 3,7 L de agua ultrapura (RNAse/DNAse free)
no RNA poliadenilado e a mistura entédo voltou ao termociclador para o primeiro ciclo
de 25°C por 10 minutos seguido de 120 minutos a 37°C, posteriormente a 85°C por 5
minutos finalizando com 4°C.

A expressdo génica foi quantificada por PCR em tempo real utilizando o
equipamento Stratagene Mx3005P da Agilent Technologies (Santa Clara, California,
USA), SYBR Green como marcador fluorescente (Luna® Universal gPCR Master Mix
#M3003L) e primer universal como anti-sense (0s primers especificos de cada miRNA
foram utilizados como sense). Para a reacdo foram adicionados 0,5 uL de cDNA, 10
pL de master mix, 0,5 pL de primer universal, 0,5 pL de primer especifico para o
miRNA e 8,5 puL de agua ultrapura (RNAse/DNAse free). Os miRNAs foram
quantificados usando o método de comparagdo do Ct (Cycle threshold). Foram

avalidos os miRNAs miR-146a, miR-155 e miR-223, sendo esses miRNAs escolhidos
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através de levantamento bibliografico. A normalizacao dos resultados de expressao

foi feita utilizando-se o gene constitutivo RNU43.

3.13. Metilagao global (5mC)

Esta técnica foi realizada em colaboragdo com o laboratério da Profa. Dra. Ana
Paula de Melo Loureiro (FCF USP), na qual as técnicas ja se encontram padronizadas
(OLIVEIRA et al., 2017). Para extracdo do DNA foi utilizado o Kit QUIAGEN®.

3.13.1. Extracao de DNA tecidual

O tecido foi homogeneizado com solucéo de lise (Kit QUIAGEN®) acrescidos de
DFO (0,5mM). Apos a homogeneizacao foram acrescentados 7,5 L de proteinase K
(20 mg/mL) e a solugéao foi incubada 1 hora a 37°C. ApOs este periodo foram
acrescentados 5 pL de RNAse (15 mg/mL) e reincubadas por 1 hora a 37°C. A seguir,
foram acrescentados 250 L de solucéo de precipitacéo (Kit QUIAGEN®), agitacdo no
vortex, seguida de centrifugacdo a 2000 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi
coletado e o DNA foi precipitado em isopropanol 100% gelado, e entéo centrifugado a
1000 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet de DNA lavado 2
vezes com solucdo de etanol 70% gelada. O etanol foi descartado e o pellet
ressuspendido em solugcdo de DFO (100mM). O DNA foi entdo quantificado em

Nanodrop.

3.13.2. Extracdo de DNA das células

Apés a retirada do meio, as células foram lavadas 3 vezes com PBS a 37°C, com
posterior adicdo de 1,5 mL de solucdo de lise (Kit QUIAGEN®) por pogo. Apds
homogeinizacao, as células foram coletadas em tubo cénico de 15 mL. Foram entao
adicionados 5 puL de RNAse (15 mg/mL) e incubadas por 1h a 37°C. A seguir, foram
acrescentados 500 L de solucédo de precipitacédo (Kit QUIAGEN®), foi feita agitacéo
em vortex e centrifugagdo a 3.200 x g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
coletado e o DNA foi precipitado com 2,5 mL de isopropanol 100% gelado, e entdo

centrifugado a 3.200 x g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o
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pellet de DNA foi lavado 2 vezes com solucdo de etanol 70% gelada. O etanol foi
descartado e o pellet ressuspendido em solugéo de DFO (100 mM). O DNA foi entéo
guantificado em Nanodrop.

3.13.3. Hidrdlise e Quantificacdo do DNA

O protocolo descrito a seguir foi realizado para todo o DNA extraido,
independente de qual fonte primaria.

Aliquotas contendo 10 pg de DNA foram enzimaticamente hidrolisadas pela
adicéo de 1,5 pL de tampéao Tris-HCI / MgCl> 200 mM (pH 7,4) e 1 pL (0,25 unidades)
de desoxirribonuclease | do pancreas bovino (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, EUA).
As amostras foram incubadas a 37°C por 1 hora e 1 uL (0,0016 unidades) de
fosfodiesterase | de Crotalus atrox (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e 1 uL (2
unidades) de fosfatase alcalina de mucosa de intestino bovino (Sigma Aldrich, St.
Louis, EUA). Apds incubacao por 1 hora a 37°C, as amostras foram centrifugadas a
9.300 x g por 10 minutos, e aliquotas de 60 uL do sobrenadante foram injetadas em
um sistema HPLC-DAD para quantificagdo de 2'-desoxicitidina (dC). A separacéo
cromatografica foi feita por meio de uma coluna Luna C18 (2) de 250 x 4,6 mm id, 5,0
pum (Phenomenex, Torrance, CA, EUA), eluida com um gradiente de agua (solucéo A)
e 50% de metanol (solucéo B), ambos contendo 0,1% de acido formico, a um fluxo de
1 mL/minuto e temperatura de 35°C como se segue: 0-26,5 minutos: 0-40% B; 26,5 a
32 minutos: 40 a 75% de B; 32 a 33 minutos: 75% de B; e 33 a 34 minutos: 75 a 0%
de B

3.14. Encefalomielite autoimune experimental (EAE)

A prole das fémeas expostas a fumaca do cigarro ou nao, foram mantidas no
biotério até atingirem 8 semanas, onde o protocolo foi iniciado. Os camundongos
receberam injegao subcuténea de 150 ug de MOGas.55 (mielina de oligodendrdcito de
sequéncia MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK, sintetizado por Proteimax Biotecnologia
- Sdo Paulo - SP - Brasil) e emulsificado em CFA (do inglés Complete Freund
Adjuvant) (v/v), contendo 500 ug de M. Tuberculosis Des, H37 Ra (Becton & Dickinson

-BD). Ap6s a imunizagdo com MOGssss, por via subcutanea na base da cauda os
63



camundongos receberam duas doses de 200 ng da toxina Bordetella pertussis por via
intraperitoneal, nos periodos de 0 e 48 h apds a imunizacdo. Todos os animais foram
acompanhados diariamente pelo periodo maximo de 40 dias e o grau de doenca foi
dado de acordo com a escala a seguir: 0 - nenhuma doenca, 1 - cauda flacida, 2 -
dificuldade de locomocéo, 2,5 - patas traseiras parcialmente paralisadas, 3 - patas
traseiras completamente paralisadas, 4 - paralisia completa das patas traseiras junto
a paralisia parcial das patas dianteiras, 5 - paralisia completa ou morte.

3.15. Histologia

Esta andlise foi realizada em colaboracdo com o laboratério de vacinas e
imunomodulagédo - IBB, UNESP, Botucatu. Sob coordenacdo da Profa. Dra.
Alexandrina Sartori e aluna Luiza Ayumi Nishiyama Mimura.

Para as andlises de histologia foram utilizados o terco distal das medulas dos
animais submetidos ao protocolo de EAE, expostos ou ndo a fumaca do cigarro
durante o periodo gestacional, tanto no pico da doenca quanto apés 40 dias.

A avaliacao histopatoldgica foi realizada por analise do infiltrado inflamatorio pela
coloracdo com Hematoxilina & Eosina e a desmielinizacdo pela coloracdo com Luxol
Fast Blue em amostras fixadas em formalina tamponada (10%). A anélise semi-
guantitativa das amostras foi realizada de acordo com o seguinte escore de infiltrado
celular (adaptado de SOELLNER et al.,, 2013): (0) sem infiltrado, (1) infiltrado
meningeal parcial, (2) infiltrado meningeal disperso e (3) infiltrado meningeal

pronunciado e parenquimal parcial.

3.16. Anédlise Estatistica

Os resultados foram comparados por meio de analise de variancia (ANOVA) de
uma via, seguido do teste post hoc de Tuckey. As diferencas foram consideradas
significantes para o valor p < 0,05. Os valores foram expressos como “média * erro
padrao da média”.

Para as andlises da variacdo de peso dos neonatos, consumo de agua e de
racdo, ensaio de padronizag&o do tempo de eutanasia “in vivo”, bem como a metilagéo

global foi utilizado o teste t-Student. Para a andlise da variacdo do peso das fémeas
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prenhes foi realizada andlise de variancia com medidas repetidas (Two way ANOVA)

e teste post hoc de Tukey.
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4. RESULTADOS

4.1.Padronizacdes

4.1.1. Parametros Biolégicos e de exposicao

Com o intuito de avaliar a absor¢cdo da fumacga do cigarro em nosso modelo
realizamos a andlise das concentracdes de COHb, cotinina, 3-hidroxicotinina, bem
como a razao de 3-hidroxicotinina e cotinina (Tabela 4), para 0os animais expostos a
fumaca do cigarro durante todo o periodo gestacional. A Tabela também apresenta a
concentracédo de CO no ar ambiente.

Na Figura 11A observamos que a exposi¢cao a fumaca do cigarro nao influencia
o ganho de peso das fémeas durante a gestacdo, confirmado pela auséncia de
interacao (F (11, 231) = 1,166; p = 0.3115) entre os parametros “dias gestacionais” e
“grupo” para a variagao de peso, porém observamos um efeito de tempo (F (11, 231)
=94,77; p<0.0001), na qual verifica-se aumento significativo do peso das fémeas entre
0 primeiro e o ultimo dia gestacional.

Em relacdo ao consumo de agua (Figura 11B), ndo houve diferenca (p=0.8975)
entre 0s grupos estudados, porém no consumo de racdo (Figura 11D) os animais
expostos a fumaca do cigarro apresentaram uma menor ingesta alimentar quando
comparados com 0s animais controles (p>0.0001). Na avaliacdo do peso dos
neonatos observamos uma diminuicao significativa (p=0.0193) no peso da prole de
fémeas expostas a fumaca do cigarro em relacdo a prole de fémeas ndo expostas
(Figura 11 C).

67



Tabela 4: Parametros biolégicos e de exposi¢do. Concentracdo de COHb em sangue total e de
cotinina e 3-hidroxicotinina no plasma dos animais expostos a fumaca do cigarro (3R4F) por 20 dias
(n=10); dosagem de mondxido de carbono (CO) no ar ambiente. Os dados séo expressos em média +

dpm,
[
Parametros Biologicos e de Exposi¢ao
o (PPM) COHb (%) Cotinina (ng/mL) B'Hi‘::’g’?;:’:)i"i"a aH C';Z:ii"nina
Controle N&o Detectado 0,89 £ 0,45 N&o Detectado N&o Detectado -
Exposto  480,10+191,00 10,14 4,60 32,9+2,58 28,4+ 2,49 0,86 + 0,96
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Figura 11: Avaliacdo dos parametros biolégicos das fémeas prenhes e dos neonatos. A) Variagao
do peso das fémeas do dia 0 (plug vaginal) até o 20° dia gestacional (n=12); B) Variagdo do consumo de
agua durante todo o periodo gestacional por animal por dia (n=6); C) Peso dos neonatos no dia da
eutanasia (3° dia de vida pés-natal). D) Variagdo do consumo de racéo durante todo o periodo gestacional
por animal por dia (n=6); CO — Grupo controle exposto ao ar sintético; FU — Grupo fumante exposto a
fumaca do cigarro. Andlise estatistica: Teste t-Student para B, C e D. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001. &

- diferencga estatisticamente significativa em Teste t-Student e Anova de duas vias com medidas repetidas
para A.
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4.1.2. Cultura mista de glia

A Figura 12 apresenta a cultura mista de glia apds 17 dias de maturagdo. Pode-
se observar as células da microglia (seta vermelha) na camada superior e 0s astrocitos
(seta amarela) na camada inferior da cultura indicando que a cultura esta pronta para
realizagao dos experimentos (BRONSTEIN et al., 2013).

Para confirmacgéo dos tipos celulares realizamos a marcacgdo destas células por
imunofluorescéncia (Figura 13). A letra A corresponde a marcacgdo de lectina de
tomate (verde — microglia), a letra B corresponde a marcagéo de GFAP (vermelho —
astrocito) nas letras C e D podemos observar a sobreposi¢cdo de ambas marcacdes

com DAPI para demarcacao nuclear.

Figura 12: Foto de campo claro da cultura mista de glia. As setas vermelhas representam as células
da microglia e as setas amarelas representam os astrdcitos.
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Figura 13: Imunofluorescénciadacultura mista de glia. A) marcacao de microglia (lectina de tomate);
B) Marcacéo de astrécito (GFAP); C e D) sobreposi¢édo de diferentes regides.

4.1.3. Cultura enriquecida neurénio

A Figura 14 apresenta a cultura enriquecida de neurénio. Podemos observar a
maturacao e o desenvolvimento celular com o passar dos dias apos a realizacao da
cultura. O Dia 1 corresponde ao primeiro dia apos a realizacdo da cultura, na qual
observamos as células em formato ovalada e nao diferenciado. Com o passar dos
dias é possivel verificar a diferenciacdo celular até a maturacdo da cultura no 7° dia
ap6s o plagueamento, sendo este 0 momento em que 0s experimentos foram
realizados. Para caracterizacao da cultura foi realizada uma imunofluorescéncia para
os marcadores GFAP (astrocito - vermelho), Lectina de tomate (microglia - verde),
MAP2 (neurénio - verde) e DAPI (nacleo — azul). Na Figura 15A e B observamos a
marcacéo de MAP2 e DAPI e na Figura 15C e D podemos observar as marcagoes de
GFAP, Lectina e DAPI.
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Dia7

Figura 14: Foto campo claro da cultura enriquecida com neurdnio. Dia 1 representa o primeiro dia
pés plaqueamento; Dia 5 representa o inicio da diferenciacdo celular e Dia 7 representa a cultura
madura.

Figura 15: Imunofluorescéncia da cultura enriquecida de neurdnio. As letras A e B) mostram a
marcagdo para MAP2 (neurénio) e DAPI (nucleo); as letras C e D) as marcagdes para DAPI (nucleo),
GFAP (astrdcito — vermelho) e Lectina de tomate (microglia — verde).
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4.1.4. Cinéticade Producao de Citocinas

Para determinar qual o melhor tempo para avaliagcdo das citocinas produzidas
no SNC foi realizado uma curva tempo-resposta para as citocinas IL-6, IL-13, IFNy,
IL-10, IL-12 e TNFa quantificadas em homogenato de SNC dos neonatos provenientes
da prole de animais controle desafiados com LPS 1 mg/Kg ou salina i.p., e
eutanasiados nos periodos de 1h, 4h, 8h, 12h e 24h apo6s o desafio (Figura 16).

Podemos observar uma diferenca estatisticamente significativa para as citocinas
TNFa nos periodos de 1h (p<0.001) e 4h (p<0.05) (Figura 16F); IL-6 nos periodos de
4h (p<0.01) e 8h (p<0.01) (Figura 16A); IL-10 no periodo de 12h (p<0.05) (Figura 16C)
e IFNy nos periodos de 8h (p<0.05) e 12h (p<0.01) (Figura 16B). Nao foram
observadas alteracGes nas citocinas IL-10, IL-12 e IL-18. Com o intuito de analisar o
pico da resposta inflamatoria, o periodo de resposta escolhido foi o de 4h, uma vez

gue é possivel verificar maiores concentracdes de citocinas no SNC dos neonatos.
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Figura 16: Dosagem das citocinas em homogenato total de SNC. Neonatos provenientes da prole

de animais controle, desafiados com LPS (1 mg/Kg) ou salina i.p. e eutanasiados nos periodos de 1h,

4h, 8h, 12h e 24h apés o desafio. IL-6 (A), IL-1B (D), IFNy (B), IL-10 (C), IL-12 (E) e TNFa (F) CO -

controle, LPS — grupo desafiado com LPS (n=3; Andlise estatistica: Teste t-Student *p<0,05, ** p<0,01,
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4.1.5. Padronizacdo da concentracdo de lipopolissacarideo a ser

utilizada na cultura

Com o intuito de verificar qual concentracdo de LPS deveria ser utilizada nos
protocolos in vitro, foram avaliadas as doses de 1 pg/mL e de 100 ng/ml de LPS no
periodo de 24 horas, conforme apresentado na Figura 17. Podemos observar que
ambas as concentracfes de LPS tiveram efeito, uma vez que as citocinas pré e anti-
inflamatdrias apresentaram um aumento significativo em relagcdo ao controle. Para as
citocinas IL-10 (B) e IL-1B (C) a concentracdo de 1 pg/ml de LPS gerou maiores
concentragdes destas citocinas quando comparada a 100 ng/ml (p<0.05 para ambas).
Assim, foi escolhida a concentracdo de 100 ng/ml uma vez que esta ja ativa a resposta
das células da glia, mas com menores chances de induzir morte celular (BRANDAO,
2017).
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Figura 17: Dosagem de citocinas em sobrenadante de cultura mista de glia. Cultura desafiada
com LPS nas concentragbes de 100 ng/ml e 1ug/ml (n=3). ANOVA post hoc Tuckey. * em relagao ao
meio # em relagao ao LPS 1ug/ml. *p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001)
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4.2. Resposta Neuroinflamatéria “in vivo”

4.2.1. Perfil transcricional do SNC de Neonatos

Com o intuito de verificar se a exposi¢do a fumaca do cigarro altera a resposta
neuroinflamatéria da prole de mées expostas durante todo o periodo gestacional, foi
realizado um screaning de 94 genes pré e anti-inflamatérias do homogenato de
encéfalo total.

Na Figura 18 os graficos em "Scatter plot" fazem a comparacéo da expressao
génica, ou seja, todos os genes com aumento ou diminui¢cdo em relacdo ao grupo de
comparacao em pelo menos 2 vezes da expressao do controle séo apresentados fora
das linhas centrais do grafico. Em vermelho temos o aumento da transcricdo e em
verde a diminuicao.

Podemos observar que no grupo exposto a fumaca do cigarro durante a
gestacéo e desafiado com salina ha um aumento da transcricdo génica de CCL5 (fold
regulation = 2,11) e uma diminuicdo da transcricdo das proteinas CCR2 (fold
regulation = -3,37), SOCS1 (fold regulation = -2,53) e Nfatc4 (fold regulation = -2,09)
guando comparado com a prole controle (FIGURA 18A).

Ja no grupo apenas desafiados com LPS ha o aumento da transcricdo de genes
pré-inflamatérios como as citocinas TNFa (fold regulation = 23,74), IL-6 (fold regulation
= 3,47), IL-1B (fold regulation = 14,57), e as quimiocinas CCL5 (fold regulation = 30,97)
e CCL2 (fold regulation = 44,67) quando comparado com 0 grupo sem nenhum
estimulo, demostrando a capacidade inflamatéria do LPS no sistema nervoso central.
Também € possivel observar uma diminuicdo da transcricdo do gene CCR2 (fold
regulation = -3,20) em comparacao com o controle. Quando comparados 0S grupos
LPS e FPS observamos apenas uma diminuicdo de CCR2 (fold regulation = -2,48).

No Anexo 8.5 é possivel verificar a tabela descritiva dos resultados apresentados
bem como os graficos de andlise individual de cada gene. Os dados estdo
apresentados em Fold Change ou ACT quando ndo ha deteccdo da expressao do

gene no grupo controle.
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Figura 18: Grafico representativo de PCR Array. Andlise realizada em homogenato de encéfalo total
de prole de camundongos fémeas expostas a fumaca do cigarro e desafiada com salina (FU) ou LPS
(FPS) no 3° dia de vida e da prole de camundongos fémeas expostas ao ar sintético e desafiada com
salina (CO) ou LPS (LPS) no 3° dia de vida. A) Comparacéo entre os grupos CO e FU; B) Comparacao
entre os grupos CO e LPS; C) Comparacao entre os grupos LPS e FPS. Pontos vermelhos representam
genes com transcricdo aumentada pelo menos 2x em relacdo ao grupo analisado. Pontos verdes
representam genes com transcri¢cdo diminuida pelo menos 2x em relacéo ao grupo analisado.
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4.3. Alteracao daresposta inflamatoria em cultura de células da microglia

e astrocitos

ApoOs verificar que a exposicdo a fumaca do cigarro durante a gestacdo pode
alterar a expressao de genes inflamatdrios na prole, nosso proximo passo foi entender

guais as alteragOes celulares estavam ocorrendo.

4.3.1. Ativacao celular por citometria de fluxo

Na Figura 19A observamos que hd um aumento significativo do niumero de
astrocitos no grupo exposto a fumaca do cigarro (FU) (p<0.05) e no grupo exposto a
fumaca do cigarro e desafiado com LPS (FPS) (p<0.0001) em relacdo ao controle
(CO) e ao grupo LPS (LPS) (p<0.01 e p<0.0001 respectivamente). A porcentagem de
astrocitos (FIGURA 19C) encontra-se aumentada no grupo FPS em relagcédo ao grupo
CO (p<0.01) e FU (p<0.01). Esta diferenca deve ser relativa as variacdes encontradas
na porcentagem de células da microglia, uma vez que ambas foram avaliadas no
mesmo "gate" de analise (Figura 19H). Em relacédo a quantificacdo do MFI (média de
intensidade de fluorescéncia) do marcador GFAP, observamos uma diminuicédo
estatisticamente significativa para o grupo FPS em relacdo ao controle (p<0.01)
(FIGURA 19E).

Podemos observar que as células da microglia se encontram em maior nimero
absoluto no grupo FU (p<0.05 e p<0.01 em relacdo ao LPS), porém quando analisada
em porcentagem ha uma diminuicdo estatisticamente significativa em relacdo ao
grupo CO e FU dos grupos desafiados com LPS (p<0.0001 e p<0.0001
respectivamente). Conforme exposto anteriormente, este fato pode ser devido ao
crescimento em maior escala dos astrocitos em relacdo as microglias, culminando
nesta diferenca das frequéncias celulares. No contexto de ativacdo das células da
microglia, verifica-se aumento de CD80 (B7.1) para os grupos desafiados com LPS
(LPS p<0.0001 e FPS p<0.0001) em relacao aos grupos FU e LPS.

Para a molécula CD86 (B7.2) observamos aumento nos grupos LPS e FPS em
relagéo ao controle (p<0.0001 e p<0.0001 respectivamente) e ao grupo FU (p<0.001
e p<0.0001 respectivamente). Vale destacar que no grupo FU ha aumento

estatisticamente significativo de CD86 em relacdo ao controle (Figura 19F e G).
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Figura 19: Citometria de Fluxo em cultura mista de glia. Marcacéo de astrécito (GFAP) e microglia
(CD11b) A) ne total de células astrocitarias; B) n° total de células da microglia; C) % de astrécitos; D) %
de micréglia; E) Média de Intensidade de Fluorescencia (MFI); F) MFI para CD80; G) MFI para CD86.
Cultura mista de glia proveniente do encéfalo total da prole no 3° dia de vida de camundongos fémeas
expostas ou ndo a fumaga do cigarro durante toda a gestacdo. Apds realizagcdo da cultura, esta foi
desafiada com LPS formando os grupos CO — exposto ao ar sintético e desafiado com meio; FU- exposto
a fumaca do cigarro e desafiado com meio; LPS — exposto ao ar sintético e desafiado com LPS; FPS —
exposto a fumaca do cigarro e desafiado com LPS (n=6. Andlise estatistica: One way Anova e post hoc
Tuckey) “*” em relagéo ao CO; “@” em relagao ao FU; “&” em relagéo ao LPS
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4.3.2. Perfil transcricional da cultura de glia

Na Figura 20 podemos observar que no grupo exposto a fumaga do cigarro e
desafiado com LPS h& aumento da transcricdo dos genes IL-6 (p<0.0001) e iINOS
(p<0.0001) em relacdo aos outros grupos experimentais e aumento da transcricao de
TLR4, IKK (Chuk) e IL-10 em relagdo ao grupo CO (p<0.001; p<0.05; p<0.01) e FU
(p<0.01; p<0.05; p<0.01). Em relacdo ao grupo exposto ao ar sintético e desafiado

com LPS, verificamos aumento da transcricdo de TLR4, IL-10 em relagéo ao grupo

controle.
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Figura 20: PCR de cultura mista de glia. Cultura mista de glia da prole de camundongos fémeas
expostas ou ndo a fumaca do cigarro. Apos realizac¢éo da cultura, esta foi desafiada com LPS formando
0s grupos CO — exposto ao ar sintético e desafiado com meio; FU- exposto a fumaga do cigarro e
desafiado com meio; LPS — exposto ao ar sintético e desafiado com LPS; FPS — exposto a fumaga do
cigarro e desafiado com LPS (n=6. Analise estatistica: One way Anova e post hoc Tuckey) “*” em
relagéo ao CO; “@” em relagéo ao FU; “&” em relagéo ao LPS
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4.3.3. Dosagem de citocinas

Para a avaliagcdo do perfil de citocinas foi coletado o sobrenadante das culturas
mistas. Na Figura 21 verifica-se aumento de IL-1[3, IL-6 e TNFa nos grupos FPS
(p<0.0001; p<0.0001 e p<0.0001) e LPS (p<0.0001; p<0.0001; p<0.0001) em relagéo
ao controle. Vale destacar que para as citocinas IL-6 e TNFa o aumento é maior no
grupo FPS em relacéao ao grupo LPS (p<0.001 e p<0.05) (FIGURA 21A, F). Emrelagéo
a citocina IL-12, foi detectada diminuicdo estatisticamente significativa nos grupos
previamente expostos a fumaca do cigarro (FU, FPS) em relacdo ao grupo controle
(p<0.0001) e ao grupo LPS (p<0.0001). Vale destacar que ha uma diminuicdo da
liberacdo da citocina IL-12 no grupo FPS em relacdo ao grupo apenas exposto a
fumaca do cigarro (p<0.05). Ja o IFNy ficou abaixo do limite de detecg¢ao (20 pg/mL)
(Figura 21B).
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Figura 21: Dosagem das citocinas em cultura mista de glia. Técnica de CBA A) IL-6; B) IFNy; C)
IL-10; D) IL-1B; E) IL-12; F) TNFa. Cultura mista de glia de animais expostos ou ndo a fumaca do
cigarro, apos realizacdo da cultura, esta foi desafiada com LPS formando os grupos CO — exposto ao
ar sintético e desafiado com meio; FU- exposto a fumaca do cigarro e desafiado com meio; LPS -
exposto ao ar sintético e desafiado com LPS; FPS — exposto a fumaca do cigarro e desafiado com LPS
(n=6. Andlise estatistica: One way Anova e post hoc Tuckey) “*” em relagao ao CO; “@” em relagdo ao
FU; “&” em relacdo ao LPS
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4.3.4. Dosagem de Oxido Nitrico (NO)

Para avaliar a producédo de NO total foi coletado o sobrenadante das culturas
mistas de glia tratadas ou ndo com LPS. Na Figura 22 observamos que nos grupos
FPS e LPS houve aumento da produgéo de NO quando comparada com os demais

grupos (p<0.0001).
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Figura 22: Dosagem de NO em cultura mista de glia. Cultura mista de glia de animais expostos ou
ndo a fumaca do cigarro, apds realizacdo da cultura, a mesma foi desafiada ou ndo com LPS formando
0s grupos CO — exposto ao ar sintético e desafiado com meio; FU- exposto a fumaga do cigarro e
desafiado com meio; LPS — exposto ao ar sintético e desafiado com LPS; FPS — exposto a fumaga do
cigarro e desafiado com LPS. (n=6. Analise estatistica; One way Anova e post hoc Tuckey). “*” em
relacao ao CO; “@” em relacao ao FU; “&” em relagdo ao LPS
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4.4.Mecanismos epigenéticos

Para entender quais 0s mecanismos responsaveis pelas alteracdes causadas
nas células da glia, buscamos por alteracdes epigenéticas, como a metilacdo global e
MiRNAS.

4.4.1. Metilacao Global
A taxa de metilacao global foi realizada no encéfalo como um todo e em células

da cultura mista de glia. A Figura 23 mostra que nao houve alteracdo na metilacao

global em ambas as amostras utilizadas.
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Figura 23: Avaliacdo de Metilacdo Global. A) Sistema nervoso central de animais expostos ou néao a
fumaca do cigarro durante o periodo gestacional e desafiados ou ndo com LPS no 3° dia de vida. B)
Cultura mista de glia de animais expostos ou ndo a fumaca do cigarro, apos realiza¢é@o da cultura, esta
foi desafiada com LPS. Grupos experimentais: CO — exposto ao ar sintético e desafiado com meio; FU-
exposto a fumaca do cigarro e desafiado com meio; LPS — exposto ao ar sintético e desafiado com
LPS; FPS — exposto a fumacga do cigarro e desafiado com LPS (n=6. Analise estatistica: One way
Anova e posthoc Tuckey). “*” em relagao ao CO; “@” em relagédo ao FU; “&” em relagdo ao LPS

4.4.2. Dosagem de miRNA

A quantificagdo dos miRNAs foi realizada nas células da cultura mista de glia,
uma vez que o tecido como um todo poderia diluir os resultados. Na Figura 24

observamos aumento da transcricdo do miRNA 146 no grupo apenas exposto a
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fumaca do cigarro em relagéo ao grupo controle (p<0,05) e do miRNA 155 em relacao
ao grupo controle (p<0,05) e LPS (p<0,05). No grupo exposto a fumaca do cigarro e
desafiado com LPS houve aumento do miRNA 155 em relagdo ao grupo controle
(p<0,05) e LPS (p<0,05), sugerindo efeito da fumaca do cigarro nestes miRNAs. Para
0 miRNA 223 observamos aumento apenas no grupo LPS em relacdo ao controle

(p<0,05), ndo sendo observadas diferencas nos outros grupos.
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Figura 24: Avaliacdo de miRNA. Cultura mista de glia de animais expostos ou ndo a fumaca do
cigarro, apés realizacao da cultura, esta foi desafiada com LPS. Grupos experimentais: CO — exposto
ao ar sintético e desafiado com meio; FU- exposto a fumaca do cigarro e desafiado com meio; LPS —
exposto ao ar sintético e desafiado com LPS; FPS — exposto a fumaca do cigarro e desafiado com LPS
(n=3. Andlise estatistica: One way Anova e posthoc Tuckey). “*” em relagdo ao CO; “@” em relagéo ao
FU; “&” em relagdo ao LPS

4.5.Avaliacdo dainteracédo de neur6nios e células gliais em cultura
45.1. Avaliacdo de morte

Apés verificar as alteracfes causadas pela fumaca do cigarro na resposta
inflamatoria das células da glia, nosso objetivo foi entender se esse processo de
inflamacéo poderia alterar a viabilidade celular em uma cultura enriquecida com
neurdnio, e se este efeito é dependente da atividade da microglia. Assim, na Figura
25 destacam-se o0s "gates" representativos da analise de Anexina e Pl em todos os
grupos experimentais, com ou sem aminociclina, um inibidor de microglia.

Na Figura 26A, observamos diminuicdo da porcentagem de células vivas nos
grupos FU e LPS emrelagéo ao controle (p<0.05; p<0.01 respectivamente) e no grupo

FPS em relacdo a todos os outros grupos experimentais (CO p<0.0001; LPS p<0.01,;
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FU p<0.0001). A viabilidade celular volta aos niveis basais apds tratamento com
aminociclina.

Na Figura 26B observamos o inverso, ha aumento na porcentagem de células
em apoptose no grupo LPS em relacdo ao controle (p<0.01) e no grupo FPS em
relacdo ao grupo CO (p<0.0001) e LPS (p<0.01), porém quando h& o tratamento com
aminociclina a porcentagem de células em apoptose € reduzida e 0s niveis se
equiparam ao controle. Em relacdo a porcentagem de células em necrose ndo ha

diferenca significativa nos grupos estudados (FIGURA 26C).
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Figura 25: Gate representativo de Anexina e PIl. Cultura enriquecida de neuronios de animais
expostos ou ndo a fumaga do cigarro, apos realizagdo da cultura, esta foi tratada com aminociclina 24h
antes do desafio com LPS formando os grupos CO — exposto ao ar sintético e desafiado com meio;
FU- exposto a fumaca do cigarro e desafiado com meio; LPS — exposto ao ar sintético e desafiado com
LPS; FPS — exposto & fumaca do cigarro e desafiado com LPS. “Sem” — auséncia de aminociclina.
“Com” — presenca de aminociclina
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Figura 26: Dosagem de Anexina e Pl em cultura enriquecida de neurdnio. Cultura enriquecida de
neurbnios de animais expostos ou ndo a fumaca do cigarro, apés realizacao da cultura, esta foi tratada
com aminociclina 24h antes do desafio com LPS formando os grupos CO — exposto ao ar sintético e
desafiado com meio; FU- exposto a fumaca do cigarro e desafiado com meio; LPS — exposto ao ar
sintético e desafiado com LPS; FPS — exposto a fumagca do cigarro e desafiado com LPS. A) porcentagem
de células vivas. B) porcentagem de células em apoptose. C) porcentagem de células em necrose. (n=6.
Analise estatistica: Onway Anova e posthock Tuckey).

4.5.2. Dosagem de Oxido Nitrico (NO)

Para avaliar a producédo de NO total foi coletado o sobrenadante das culturas
enriquecidas com neurénio tratadas ou ndao com aminociclina e LPS. Na Figura 27
observamos que no grupo FPS ha um aumento da producdo de NO em relacdo ao
grupo CO (p<0.01) e LPS (p<0.05). Porém, ao bloquearmos a atividade das células
da microglia com aminociclina verificamos que as concentracbes de NO
permaneceram iguais as do controle.
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Figura 27: Dosagem de NO em cultura enriquecida de neurdnio. Cultura enriquecida de neurbnios
de animais expostos ou ndo a fumaca do cigarro, apés realizagdo da cultura, esta foi tratada com
aminociclina 24h antes do desafio com LPS formando os grupos CO — exposto ao ar sintético e
desafiado com meio; FU- exposto a fumaca do cigarro e desafiado com meio; LPS — exposto ao ar
sintético e desafiado com LPS; FPS — exposto a fumaga do cigarro e desafiado com LPS. (n=6.
Analise estatistica: One way Anova e post hoc Tuckey).
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45.3. Dosagem de citocinas

Para a avaliacdo do perfil de citocinas foi coletado o sobrenadante das culturas
de neurbnio com e sem aminociclina. Podemos observar aumento significativo nas
citocinas IL-6, TNFa e CCL2 dos grupos desafiados com LPS em relagdo ao grupo
controle (p<0,001) e fumante (p<0,001) na presenca de aminociclina. Vale destacar
gue hd um aumento em relacdo a producao destas mesmas citocinas nas culturas em

gue ha a presenca de células da microglia.
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Figura 28: Dosagem das citocinas em cultura enriquecida com neurdnio. Técnica de CBA A) IL-
12; B) IL-10; C) TNFa; D) CCL2; E) IL-6. Cultura enriquecida de neurdnio de animais expostos ou ndo
a fumaca do cigarro, ap6s realizacao da cultura, esta foi tratada com aminociclina 24h antes do desafio
com LPS formando os grupos CO — exposto ao ar sintético e desafiado com meio; FU- exposto a
fumaca do cigarro e desafiado com meio; LPS — exposto ao ar sintético e desafiado com LPS; FPS -
exposto a fumaca do cigarro e desafiado com LPS (n=6. Andlise estatistica: One way Anova e post hoc
Tuckey) “*” em relagéo ao CO; “@” em relagao ao FU; “&” em relagéo ao LPS

87



4.6. Avaliacdo das alteragcbes causadas pela exposicdo da fumaca do

cigarro in Utero e suas repercussfes na vida adulta

4.6.1. Encefalomielite autoimune experimental (EAE)

Com o intuito de verificar se as altera¢cbes causadas pela exposi¢do a fumaca do
cigarro durante o periodo gestacional sdo perpetuadas ao longo da vida realizamos o
protocolo de Encefalomielite Autoimune Experimental (EAE). Na Figura 29A
observamos que os animais cujas maes foram previamente expostas a fumaca do
cigarro na gestacdo apresentaram maior grau de doenca, além de permanecer
doentes por mais tempo quando comparados aos animais provenientes de prenhes
expostas ao ar sintético. O mesmo se repete na curva apresentada na Figura 29B que
mostra que 0s animais expostos a fumaca do cigarro durante o periodo gestacional
apresentam maior grau de doenca no 15° dia apds a inducédo, periodo este que
corresponde ao pico da doenca. Este maior comprometimento dos animais expostos
a fumaca do cigarro durante a gestacdo é corroborado pela area sob a curva
apresentada nas Figuras 29C e 29D na qual observamos um aumento
estatisticamente significativo nos animais fumantes em relacdo ao controle (p<0.01).

Na Figura 29E pode-se verificar a variacdo do peso do dia da inducdo até o
momento da eutanasia. Nos animais expostos a fumaca do cigarro ha uma tendéncia

a maior perda de peso.
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Figura 29: Avaliagdo do grau de EAE. Avaliacdo do grau de EAE nos animais expostos a fumaca do
cigarro ou ndo. A) Curva de doenca de 40 dias; B) Curva de doengca acompanhada até o pico (15° dia).
C) Avaliacao da area sob a curva referente a curva de 40 dias. D) Avaliacdo da area sob a curva
referente a curva B. E) Variagdo de perda de peso do dia da inducdo até o momento da eutandsia no
pico. Andlise estatistica T Student *p<0,05, **p<0,01, **p<0,0001.
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Para avaliar a presenca de leucdcitos na medula espinal dos animais expostos
ao protocolo da EAE foi realizada coloracdo de Hematoxilina & Eosina. Os animais
expostos a fumaga do cigarro apresentam aumento do infiltrado inflamatorio no pico
(Figuras 31). N&o houve alteragdes estatisticamente significativas no grau de infiltrado
provavelmente devido ao namero de animais utilizados, porém é possivel verificar
uma tendéncia nos animais expostos a fumaca do cigarro (FIGURA 32).

Em relacdo a desmielinizacdo observada pela coloracdo de Luxol Fast Blue,
podemos observar que h& desmielinizacdo em todas as laminas analisadas
(diminuicdo da intencidade da coloracdo azul), sendo que nos animais no pico da
doenca, podemos observar uma maior desmielinizacdo nos animais expostos a
fumaca do cigarro na contra coloragdo com Hematoxilina & Eosina, uma vez que o
aumento do infiltrado pode ser co-localizado com a diminuicdo da mielinizacéo
(FIGURA 31).

CONTROLE FUMANTE COLORAGAO

Hematoxilina & Eosina

Luxol Fast Blue

Figura 30: Marcagdo de Histologia dos animais com 40 dias de EAE. Colora¢do de Hematoxilina &
Eosina ou Luxol Fast Blue. Cortes de medula no terco distal (n=2).
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CONTROLE FUMANTE COLORAGAO

Hematoxilina & Eosina

Hematoxilina & Eosina

Hematoxilina & Eosina
+
Luxol Fast Blue

Figura 31: Marcacdo de Histologia dos animais no pico de EAE. Coloracdo de Hematoxilina &
Eosina ou Luxol Fast Blue. Cortes de medula no terco distal (n=3).

Pico 40 Dias

Escala de infiltrado
Escala de infiltrado

Figura 32: Grau de Infiltrado celular. Grau medido conforme descrito pelo método de SOELLNER et
al., 2013.
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5. DISCUSSAO

O fumo passivo € um problema de salde publica e quando ocorre durante a
gestacdo pode levar a importantes consequéncias na prole. Dentre essas
consequéncias, destaca-se o retardo no desenvolvimento, déficit de atencao,
alterac6es morfolégicas como fenda labial, além de alteracbes do sistema imune,
como predisposicdo a asma, bronquite e outras doencas do trato respiratorio
(CHISTYAKOV et al., 2010; GODDING et al., 2004; SALMORIA; OLIVEIRA, 2008;
SINGH et al., 2011).

O enfoque do nosso grupo de pesquisa tem sido a avaliacdo dos efeitos da
exposicdo a fumacga do cigarro durante o inicio do periodo pds-natal. Demonstramos
previamente que a fumaga do cigarro € capaz de induzir um estado de estresse
oxidativo em diversas regides encefalicas (LOBO TORRES et al., 2012). Nossos
resultados mostraram prejuizos ao processo de mielinizagcdo e diminuicdo das
proteinas Olig-1 na infancia e da proteina basica de mielina na adolescéncia e na fase
adulta (TORRES et al., 2015a). No entanto, quando avaliamos proteinas pré e pos
sinapticas no hipocampo, assim como o efeito dessa exposi¢cédo na aprendizagem e
memaria, nossos resultados mostraram diminuicdo das proteinas e prejuizos nos
processo de aprendizagem e memoria na infancia sendo que alguns desses prejuizos
mantiveram-se na adolescéncia e na fase adulta (TORRES et al., 2015b).

No presente estudo, realizamos a exposicao de fémeas prenhes a uma mistura
de fumaca central e lateral com o intuito de mimetizar uma exposicdo passiva a
fumaca de cigarro. Os valores de carboxihemoglobina (COHb) encontrados nesse
trabalho foram semelhantes aos de trabalhos anteriores do nosso grupo, bem como
condizentes com valores encontrados na literatura para exposicdo passiva de
humanos (MELLO; PINTO; BOTELHO, 2001; TORRES-PACHECO, 2013).

Apesar da nicotina ser o componente da fumaca do cigarro responsavel por
causar a dependéncia, ela ndo € muito utilizada como marcador biolégico de
exposicdo uma vez que é rapidamente absorvida e metabolizada. Assim, seus
metabdlitos como a cotinina (COT) e a 3-hidroxicotinina (3HC) sdo os mais utilizados
(MAN et al., 2006). Estes indices tem se tornando mais importantes no monitoramento

de fumantes passivos quando o assunto € a exposicdo das criangas, uma vez que
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elas passam a maior parte do tempo em suas residéncias, onde as politicas de
controle de exposi¢cdo ndo sao aplicadas (MATT et al., 2006).

Cerca de 80% da nicotina absorvida € biotransformada em cotinina, sendo,
portanto, seu principal metabolito no organismo humano. A cotinina possui baixa
atividade farmacolégica, e sua formacdo ocorre em 2 passos: 0 primeiro é a
biotransformacdo de nicotina em ion de nicotina-iminio pela CYP2A6, e
posteriormente este ion é metabolizado a cotinina pela aldeido oxidase citossolica.
Por possuir uma meia vida de 17 horas, a concentracao plasmatica de cotinina pode
ser facilmente correlacionada com a concentracdo plasmatica de nicotina (LOCKMAN
et al., 2005; TUTKA; MOSIEWICZ; WIELOSZ, 2005). A cotinina pode ser eliminada
conjugada com acido glicurénico (13%) pela urina, pode ser biotrasformada em 3-
hidroxicotinina pela CYP2A6 (38%), ou em menores propor¢des em 5-hidroxicotinina,
norcotinina ou cotinina-N-6xido. Como principal metabolito da cotinina, a 3-
hidroxicotinina ndo possui efeitos farmacologicos e pode ser eliminada pela
conjugacao com o acido glicurénico pela urina (BENOWITZ; JACOB, 2001; TUTKA;
MOSIEWICZ; WIELOSZ, 2005).

A razdo de 3-hidroxicotinina e cotinina (3HC/COT), conhecida como razéo
metabdlica da nicotina, vem sendo utilizada como biomarcador fenotipico da atividade
da enzima CYP2A6, como representacdo da taxa metabdlica de nicotina e sua
depuracdo total. A partir deste indice pode-se captar variacbes genéticas e
ambientais, e pode ser relacionado com a ingestdo de nicotina pelos fumantes
(DEMPSEY et al., 2004; TANNER et al., 2015). Desta forma, metabolizadores rapidos
possuem uma maior razdo 3HC/COT e, portanto, maior predisposicdo a fumar ao
longo do dia. BENOWITZ et al. (2003) mostraram que individuos que consomem cerca
de 22 cigarros ao dia possuem uma razao de 5,2 quando os metabdlitos sdo dosados
na urina, confirmando assim a relacédo de ambos.

No presente estudo, encontramos valores de aproximadamente 33 ng/mL de
cotinina no plasma das maes expostas a fumaca do cigarro, que esta de acordo com
o grupo de JOSEPH et al. (2013), que encontrou valores de 0,3 a 41 ng/mL de cotinina,
sugerindo que criancas podem alcancar concentracées semelhantes a de fumantes
ativos. GATZKE-KOPP et al. (2018) foram além e categorizaram a exposi¢cao de
acordo com a quantidade de cotinina dosada em baixa < 0,45 ng/mL; média 0,46 — 12

ng/mL e alta = 12 ng/mL. Vale destacar que JARVIS et al. (2008) sugerem que a
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concentragéo de 12 ng/mL seria o ponto de turnover entre fumantes passivos e ativos.
Neste contexto, podemos categorizar a nossa exposi¢do como alta de acordo com 0s
trabalhos acima citados.

Uma grande dificuldade encontrada neste trabalho foi em relagdo a taxa de
prenhez das fémeas durante o periodo de exposicdo a fumaca de cigarro e ao ar
sintético. Tanto no grupo controle quanto no grupo fumante, houve um pequeno
namero de fémeas que continuaram prenhes até o final do protocolo (média de 38%),
levando a uma diminuicdo do nimero de filhotes esperados ao final da exposicao e a
necessidade de realizac&o de mais exposi¢cdes do que o previsto. Este dado pode ser
observado através do peso das fémeas prenhes no anexo 8.4, na qual verificamos
gue o numero de fémeas por exposicao € bem variado.

A exposicdo passiva a fumaga do cigarro pode reduzir a fertilidade materna,
atrasando em mais de 1 ano a concepcédo do primeiro filho. Estudo publicado pelo
grupo de JENSEN et al., (1998) descreveu que a exposic¢ao intrauterina a fumaca do
cigarro diminui em 50% a fertilidade dos filhos de mées fumantes, sejam eles homens
ou mulheres. Sabe-se que o estresse materno causa alteracdes durante o periodo
gestacional como falha na implantacdo, abortos espontaneos recorrentes, parto
prematuro espontaneo e anormalidades do desenvolvimento do feto (MELLO; PINTO;
BOTELHO, 2001). LIU et al., (2015) mostraram que um processo inflamatorio agudo,
com aumento de radicais livres durante o periodo de implantacdo do embrido pode
gerar alteracbes morfofuncionais no Utero que impedem a implantacdo do embrido.
Desta forma € esperado que uma exposicao diaria durante todo o periodo gestacional
diminua o nimero de fémeas efetivamente prenhes apdés os 21 dias.

Vale destacar que durante a exposicao gestacional o feto esta exposto tanto aos
componentes da fumaca do cigarro que atravessam a barreira placentaria o que gera
espécies reativas do oxigénio e hipoxia, como também altera a oxigenacdo e o
metabolismo placentario (MELLO; PINTO; BOTELHO, 2001). Mais ainda, foi também
relatado que a contencao de fémeas de roedores prenhes por 45 minutos dos dias
G12 a G21 pode levar a diminuicéo do peso corpéreo (LIU et al., 2014a).

A relacdo da ingestao de alimentos e a perda de peso em animais expostos a
fumaca do cigarro ja é bem descrita na literatura. CHEN et al. (2006) observaram que
a exposicdo a fumaca do cigarro reduz em torno de 31% o consumo de ragdo no

primeiro dia de exposi¢ao, permanecendo reduzido ao longo dos demais dias. Nossos
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resultados estdo condizentes com os achados na literatura uma vez que as fémeas
expostas a fumaca do cigarro ingeriram 24% menos ragdo que as expostas ao ar
sintético, e este efeito pode ser decorrente da diminui¢cdo do neuropeptideo Y (NPY)
no nucleo paraventricular (CHEN et al., 2006). De fato, o NPY € um neurotransmissor
de 36 aminoacidos que possui um potente efeito estimulador do apetite. Sua resposta
€ em parte derivada de menores concentracdes de leptina, hormonio liberado pelos
adipdcitos, e da diminuicdo de massa gorda. Quando ha uma queda na ingestao
caldrica, as concentracdes plasmaticas de leptina se alteram e o hipotdlamo, na regido
do nucleo arqueado, libera NPY na regido paraventricular exercendo seu efeito
orexigeno (ZARJEVSKI et al., 1993).

Com a diminuicdo na ingestdo calorica é esperado que 0s animais ganhem
menos peso, conforme mostrado em diversos estudos (CHEN et al., 2006; HAUG,;
HEINBERG; GUARDA, 2001; TIZABI et al., 1997; TORRES et al., 2015a). Em nosso
trabalho n&do encontramos diferencas significativas entre as fémeas expostas a
fumaca do cigarro e as fémeas controle. Entretanto, como trabalhamos com
gestantes, as mesmas tendem a ganhar peso devido a ninhada, fato que podemos
observar ao relacionar o primeiro e o ultimo dia das fémeas.

O baixo peso ao nascer da prole exposta a fumaca do cigarro € um tema
abordado em diversos estudos e é esperado (OBOT et al., 2004; SALMORIA;
OLIVEIRA, 2008; TORRES-PACHECO, 2013). Em nossos experimentos
encontramos uma diferenca estatisticamente significativa no peso da prole das
fémeas expostas a fumaca do cigarro em relacdo as expostas ao ar sintético. Tal fato
se da pela privacao de nutrientes ao feto devida a diminui¢do da ingestéao de racéo da
mae ou ao efeito da fumaca do cigarro propriamente dito. A reducéo do peso ao hascer
pode trazer sérias consequéncias, uma vez que esta relacionada aos altos indices de
morbidade e mortalidade infantil. A exposi¢cao pré-natal a nicotina de maneira crbénica
compromete o desenvolvimento do SNC, alterando principalmente o tempo e a
intensidade do desenvolvimento celular, comprometendo desta forma o
neurodesenvolvimento (MORMILE et al., 2013).

Com o intuito de verificar um panorama do processo inflamatorio no sistema
nervoso central da prole de mées expostas a fumacga do cigarro durante todo o periodo
gestacional, avaliamos o perfil transcricional no SNC da prole. Todas as alteragdes

encontradas mostram que o SNC est4 se modificando com o intuito de responder ao
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processo inflamatério ali instalado, uma vez que observamos um aumento na
transcricdo de genes responsaveis pelo recrutamento celular como CCL2, CCL5,
CXCL10 e CXCL11, além de aumento na transcri¢cdo das moléculas de adesdo como
e-selectina (Sele), p-selectina (Selp) e Icam. Desta forma, podemos inferir que o SNC
tenta recrutar células da periferia para auxiliar na resposta ao processo inflamatorio
(BOSE; CHO, 2013). Tal fato é corroborado por trabalho recente que mostrou que a
injecao intra-cérebro ventricular (icv) de TNF-a alterou a populagéo de linfécitos T na
periferia (ARESTI SANZ; EL AIDY, 2019).

As quimiocinas sdo uma familia de pequenas proteinas com atividade
quimioatrativa, sendo divididas em 4 subfamilias de acordo com os residuos de
cisteina na porcao N terminal da proteina. Estas subfamilias s&o nomeadas de C, CC,
CXC e CX3C. CCL2 foi a primeira a ser descoberta e ainda permanece a de maior
énfase nos trabalhos publicados (ROSTENE et al., 2011). Diversos estudos mostram
gue a quimiocina CCL2 néo esta presente apenas durante a inflamagéo, mas sim de
maneira constitutiva em regides especificas do SNC, como por exemplo no cerebelo,
cortex e substancia negra. Estes achados sugerem que as quimiocinas possuem um
papel fundamental na comunicacdo entre as células da glia, como astrocitos e
microglia com os neurbnios, uma vez que 0S neurbnios também sdo capazes de
expressar CCR2 (CONDUCTIER et al., 2010; ROSTENE et al., 2011).

Em nossos experimentos, podemos verificar a instalacdo de um processo
neuroinflamatério, com aumento das moléculas co-estimulatorias CD80 e CD86 nas
células da microglia, além de observamos o0 aumento da transcricéo e da liberacao de
citocinas pro-inflamatorias como IL-6 e TNFa e de segundos mensageiros como o NO
(FIGURA 22). Vale destacar que foi possivel observar o aumento de CD86 nos grupos
apenas expostos a fumaca do cigarro em relacdo ao grupo controle, evidenciando o
potencial estimulador dos componentes da fumaca do cigarro sobre as células
residentes do SNC.

No decurso de uma injuria ao SNC, as células da microglia séo recrutadas a
partir da liberacdo de quimiocinas e citocinas por astrécitos e neurdnios. Ao chegar no
local do dano, as células da microglia se ativam e passam a expressar em sua
superficie, moléculas que facilitam a internalizacdo de debris ou matriz extracelular
para subsequente apresentacdo aos linfocitos T (PAOLICELLI et al., 2011). Desta

forma, as células da microglia mudam sua morfologia de ramificadas para ameboides,
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além de alterar suas propriedades funcionais. Dependendo do estimulo externo, as
microglias podem se diferenciar em dois principais tipos, sendo o M1 o mais pro-
inflamatorio. Este perfil é responsavel pela liberacéo de citocinas como IL-6 e TNFaq,
além de levar ao aumento da producdo de espécies reativas do oxigénio e do
nitrogénio com o intuito de solucionar o processo inflamatério (VON BERNHARDI;
EUGENIN-VON BERNHARDI; EUGENIN, 2015). Nossos resultados sugerem que a
fumaca do cigarro estimula a polarizagdo da microglia para o tipo M1, uma vez que
observamos o aumento de citocinas como IL-6 e TNFa, aumento dos marcadores de
superficie CD86, além do aumento da producdo de NO, nos grupos que foram
expostos a fumaca do cigarro e desafiados com LPS.

A resposta proveniente da ativagdo celular no SNC, quando transiente, é
benéfica para o organismo. Como exemplo, podemos citar a ativagéo do receptor de
IL-1 (IL-1r), que € importante para a repopulagéo de microglias depletadas do sistema
(BRUTTGER et al., 2015). Outra interacdo interessante € a comunicacao entre
linfocitos T e células residentes do SNC, que tornam a neuroinflamacao importante
para a memoria e o aprendizado (ZIV et al., 2006). Entretanto, a ativacao exagerada,
amplificada e crénica das células da microglia pode levar a alteragbes funcionais
importantes, e que culminam em mudancas comportamentais como depressao e
déficit cognitivo (DISABATO; QUAN; GODBOUT, 2016).

Para averiguar se as alteracdes causadas pela ativacdo da microglia em nosso
modelo eram prejudiciais as células nervosas, investigamos a viabilidade celular em
uma cultura que possui os trés tipos celulares: astrocitos, células da microglia e
neurdnios. Podemos observar que na cultura proveniente de neonatos expostos a
fumaca do cigarro e desafiada com LPS ha uma diminuicdo na viabilidade celular e
um aumento da porcentagem de células em apoptose em relacao ao controle. Nossos
dados sdo compativeis com os encontrados na literatura, uma vez que, o0 aumento do
processo neuroinflamatorio é capaz de influenciar diretamente a morte por apoptose,
causando danos neurolégicos e consequentemente acelerando processos de
neurodegeneracéo (SHABAB et al., 2017).

Um dos mecanismos que pode levar a morte celular é a producéo e liberacao de
NO pela enzima iINOS das células da microglia e astrocitos. O NO pode causar a morte
neuronal por impedir a respiragao celular, o que aumenta a liberagcédo de glutamato

levando a excitotoxicidade via receptor NMDA. Por necessitar de grandes quantidades
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de INOS para levar a excitotoxicidade, sugere-se que o NO se ligue ao anion
superoxido, liberado pela NADPH oxidase das células da microglia, levando a morte
devido a formac&o do anion peroxinitrito (LYMAN et al., 2014a).

Para responder se este efeito era decorrente da ativagao da microglia, utilizamos
um bloqueador da atividade da microglia, a aminociclina. A aminociclina é uma
tetraciclina semi-sintética utilizada ha mais de 30 anos para o tratamento de acne e
rosdcea. Por possuir alta liposolubilidade €é capaz de penetrar a barreira
hematoencefalica e atingir o sistema nervoso central (HSIEH et al., 2018). Descrita
primeiramente em 1998 como neuroprotetora, a aminociclina reduz a ativacéo e a
proliferacdo das células da microglia, além de diminuir a liberacdo de espécies reativas
do oxigénio e da producdo de NO (YONG et al., 2004). Em nossos resultados,
podemos observar que a liberacdo de NO é devido a atividade da microglia, uma vez
gue com o seu bloqueio pela aminociclina observamos uma diminuicdo de sua
liberacdo e, consequentemente uma diminuicdo das células em apoptose. Esses
dados corroboram a hipétese de que a morte celular observada € causada pelo
aumento da liberacdo de NO. Em contraposicdo a dosagem de NO, encontramos um
aumento da liberacdo de citocinas na presenca de aminociclina. Este fato pode ser
explicado por trabalhos acumulados nos ultimos 20 anos que sugerem que 0S
astrocitos, apesar de serem essenciais para a manutencdo da homeostase tecidual,
também podem responder aos danos sofridos pelo SNC por meio de um processo
chamado astrogliose (SOFRONIEW, 2015).

O processo de astrogliose é dependente do tempo e do microambiente em
guestado, podendo alterar sua resposta de benéfica para prejudicial ao sistema. Para
demonstrar sua importancia no decurso do processo inflamatério, BRAMBILLA et al.
(2005) desenvolveram um camundongo que superexpressa a isoforma dominante
negativa do IkBa, impedindo, nos astrocitos, a translocagdo do NF-kB para o nucleo.
Com este modelo, eles mostraram que a auséncia de ativacdo da via do NF-kB nos
astrocitos esta relacionada com uma melhora no progndéstico de doencas
neuroinflamatdrias como acidente vascular cerebral; isquemia de retina; além do
modelo murino de esclerose multipla (EAE). Estes achados sdo importantes para
salientar que o bloqueio da via do NF-kB nos astrdcitos € suficiente para reduzir a

carga inflamatéria sustentada pelas células residentes no SNC.
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Outra via de ativacdo dos astrocitos que merece destaque é a sinalizagdo da
via do ativador de transcricdo 3 (STAT3). Durante injurias teciduais h4 o aumento da
transcricdo e fosforilacdo de STAT3 principalmente em astrécitos e neurbnios, sua
ativacdo se relaciona com o nivel da inflamagcdo e do tamanho da lesdo. Desta
maneira, podemos destacar a ativacdo dos astrécitos pela liberacdo de diversas
moléculas bioativas, como citocinas, quimiocinas, que sao capazes de elevar o
processo de neuroinflamacdo (COLOMBO; FARINA, 2016). Quando ativados, 0s
astrocitos, tem como principais funcées: (i) aumentar a neuroprotecdo e o suporte
trofico dos neurdnios prejudicados; (ii) isolar a area afetada do restante do SNC; (iii)
reconstrucdo da BHE; e (iv) facilitar a remodelacdo dos circuitos neuronais em
algumas situacdes especificas. (PEKNY et al., 2016).

A persisténcia de células da microglia e astrocitos ativados durante longos
periodos contribui para a progressédo das doencas neurodegenerativas, bem como o
aparecimento de uma microglia envelhecida durante a fase adulta, uma vez que esta
possui um tempo de turnover mais demorado. Estudos neurofisiolégicos e
neuroradiolégicos demonstram que o processo de inflamacao continua ocorre antes
do inicio da perda neuronal gerada com a progressdo da neurodegeneracéo
(CUNNINGHAM, 2013).

Estudos mostraram que a ativacdo das células da microglia acelera a
neurodegeneracdo em resposta a inflamacao sisttmica. Como exemplo, podemos
citar a fisiopatologia da doenca de Alzheimer, em que um aumento crdnico na
liberacdo de citocinas pro-inflamatérias aumenta a sintese de proteina APP e a
fosforilagao da tau. Vale ressaltar que citocinas como TNFa e IL-13 foram descritas
como primers para clivagem de APP pela via da MAPK (LYMAN et al., 2014b).

Outra doenca relacionada aos processos neuroinflamatérios € a Esclerose
Multipla. Sua fisiopatologia esta diretamente ligada a inflamacéo do sistema nervoso
central e a desmielinizagdo (LYMAN et al., 2014b). A Esclerose Mudltipla é
caracterizada por uma desmielinizacdo progressiva da substancia branca, com
formacdo de placas caracteristicas de infiltrado celular. Clinicamente, os sintomas
neurolégicos podem variar de leve a grave e tipicamente acometem 0s sistemas
sensoriais (formigamento, dorméncia, tonturas e distarbios visuais) e motores

(fraqueza, dificuldade em andar, tremores, falta de coordenacéo e dificuldade dos
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controles excretores) além de pacientes relatarem sensibilidade ao calor, alteracbes
emocionais, cognitivas e sexuais (BRONNER et al., 2010).

Patologicamente, a resposta se inicia com a ativacao de linfécitos T CD4 e CD8
periféricos contra epitopos de mielina, que posteriormente migram e infiltram o SNC.
Ap0s serem re-ativadas in situ por células dendriticas residentes (BAILEY et al., 2007)
e células da microglia (PONOMAREYV et al., 2005), os linfécitos passam a secretar
uma série de citocinas pré-inflamatérias que induzem a ativagdo de mais astrécitos,
células da microglia e células endoteliais, aumentando assim o processo inflamatorio
local. Apesar de importantes para o inicio da resposta, ndo séo os linfocitos T CD4 os
responsaveis pela morte dos oligodendrdcitos, mas sim macroéfagos e linfocitos T CD8
por meio da liberacdo de espécies reativas do oxigénio e TNFa, ou granzimas e
perforinas, respectivamente (GOVERMAN; PERCHELLET; HUSEBY, 2005; MULLER
et al., 2012; PERON et al., 2010).

Um dos primeiros trabalhos a relacionar o habito de fumar com a Esclerose
Multipla (EM) foi publicado em Israel no ano de 1965. Porém, foi s6 na década de
1990 que dois grupos distintos realizaram experimentos longitudinais de larga escala
e puderam relacionar o habito regular de fumar em mulheres com a maior incidéncia
de desenvolvimento da Esclerose Multipla (JAFARI; HINTZEN, 2011; WINGERCHUK,
2012). De fato, estudos mais recentes mostram que fumantes ativos tém mais de 50%
de chance de desenvolver EM, enquanto que este risco passa para 30% em fumantes
passivos e para mais de 2 vezes quando estes fumantes passivos sdo criancas, além
de desenvolverem uma doenca com sintomas motores mais agressivos. Em relacéo
a mortalidade, os pacientes com EM que sdo fumantes ativos ou ex-fumantes tém de
2 a 4 vezes mais risco de mortalidade do que pacientes com EM que nunca fumaram
na vida (ALROUJI et al., 2018).

Nosso trabalho utilizou um modelo murino de Esclerose Mdltipla, a
Encefalomielite Autoimune Experimental (EAE), que possui grandes semelhancas
com a doenca humana. Sua inducéo se da com a inoculacao de antigenos de mielina
(MOG) emulsificados em CFA (do inglés, Complete Freund Adjuvant), o que leva a uma
massiva ativacao do sistema imune com producao de citocinas, quimiocinas e expansao
clonal das células encefalitogénicas, tendo como consequéncia o rompimento da barreira
hemato-encefalica e inflamacao do SNC (FRIESE et al., 2006). Com o intuito de aumentar
a transmigracdo celular é adicionado a toxina Bordetella pertussis no processo de
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imunizagdo, que possui um papel importante na ativagdo das células endoteliais da
barreira hematoencefalica pelo receptor TLR-4 (RACKE; HU; LOVETT-RACKE, 2005). A
ativacao deste receptor em astrocitos € responsavel pela liberacéo de IL-6 e quimiocinas,
aumentando o recrutamento de células potencialmente inflamatérias para o local. Apds
a infiltrac&o celular, héa producéo de citocinas como IL-1, IL-6, IL-12, IL-17, entre outras
gue aumentam a permeabilidade vascular e consequentemente a infiltragdo celular
(FARINA et al., 2005).

Em nossos resultados, podemos verificar a influéncia da exposi¢éo gestacional
na clinica e na atividade celular, uma vez que observamos um aumento no grau da
doenca bem como uma persisténcia da mesma na curva temporal da encefalomielite
autoimune experimental. Além destes achados, os animais expostos a fumaca do
cigarro possuem um grau maior de infiltrado celular e desmielinizacdo. Assim, uma
vez que as influéncias ambientais, ou seja, a exposicdo a fumaca do cigarro,
ocorreram apenas durante o periodo da vida intrauterina e as alteracdes foram
observadas na vida adulta, sugere-se que houve um processo de programacao fetal
importante, e que culminou na hiperativacdo de células imunes periféricas, como
linfocitos, e também centralmente, como microglia e astrocitos.

O novo entendimento gerado de que a saude e o bem-estar no decorrer da vida
adulta podem ser influenciados por alteracdes epigenéticas durante a vida intrauterina
fez com que diversos pesquisadores voltassem suas perguntas para as exposi¢coes
gestacionais. A programacao fetal constitui em alteracdes epigenéticas que modelam
o desenvolvimento de 6érgéos e tecidos, podendo alterar suas respostas celulares.
Estas alteracfes quando exacerbadas em sua funcdo levam, por exemplo, a uma
maior susceptibilidade ao desenvolvimento de doencas neurodegenerativas
(BARLOW et al., 2007; FAA et al., 2016).

Os fatores epigenéticos presentes no periodo gestacional e que podem
influenciar no neurodesenvolvimento podem ser divididos em dois grupos principais:
os relacionados a mae, como dieta, tabagismo, alcoolismo, hipertenséo, estresse,
exposicado a toxicantes ambientais entre outros; e os relacionados ao feto como
hipéxia, insuficiéncia placentaria, prematuridade e restricdo de crescimento
intrauterino (AL-GUBORY, 2014; LYALL; SCHMIDT; HERTZ-PICCIOTTO, 2014).
PIRAS et al. (2014) sugerem que as alteracbes destes fatores epigenéticos podem
modular o desenvolvimento neuronal resultando na variabilidade interindividual do
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namero de neurdnios e células da glia no nascimento. De fato, JADAVJI et al. (2015)
mostraram que uma dieta materna deficiente em doadores de grupo metil como colina
e folato em camundongos C57BL/6 prenhes leva ao aumento da morte por apoptose
em neurdnios hipocampais, ocasionando um déficit de meméria na prole.

Varias evidéncias apontam que a exposicdo materna a fumaca do cigarro esta
relacionada as alteragcbes em componentes chaves do neurodesenvolvimento, como
a formacdo do coértex pré-frontal, hipocampo e o estriado por exemplo. Estas
modificacbes sao capazes de levar a alteracdes psicolégicas, comportamentais e
cognitivas na vida adulta, representando a base para o desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas. Hoje sabe-se que estas alteracfes sdo de cunho epigenético,
representado por alteracdes de metilacdo do DNA e acetilacdo de histonas, além das
regulacdes pos-transcricionais, como aquelas mediadas pelos miRNAs. (FAA et al.,
2016). O processo de metilacdo do DNA envolve a adicdo de grupos metila (CHs) na
posicao 5’ da citosina, sendo realizada pela acdo de trés membros cataliticamente
ativos das enzimas DNA metiltransferases (DNMT1, DNMT3a, DNMT3b), originando
a 5-metil-2’-desoxicitidina (5-mdC). De 2 a 5% do total de citosinas do DNA humano
estdo na forma metilada, sendo, portanto, o quinto desoxinucleosideo mais abundante
no DNA. Além disso, o padrao de 5-mdC no DNA é precisamente preservado por
heranca mitotica pela acdo de DNMTs (BIRD, 2007).

Um estudo realizado por Eckhardt et. al. (2006), mostrou que 30% das ilhas
CpGs nao estao metiladas, 40% estdo hipermetiladas e 30% sao metiladas de uma
maneira intermediaria. Esta variacdo esta relacionada com a forma de regulacéo
génica, uma ilha CpG metilada em uma regido promotora é capaz de recrutar
proteinas e fatores que se ligam ao DNA, alteram a conformacé&o das histonas, desta
forma a cromatina fica mais fechada e impede a ligacdo de fatores de transcricdo com
0 DNA. Pode-se dizer que a metilacdo do DNA é uma forma de inibicdo da transcricao
e, portanto, uma forma de regular o processo transcricional (BREILING; LYKO, 2015).

Alteracbes nos padrdoes de metilacdo do DNA estdo presentes em doencas
autoimunes, condi¢cdes neurologicas e psiquiatricas, e cancer. Células tumorais
apresentam de forma caracteristica uma perda da metilacdo global do DNA
(hipometilagdo), acompanhada por hipermetilagbes focais, 0 que pode levar a

instabilidade gendémica (hipometilacdo) e silenciamento transcricional de genes
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supressores de tumor (hipermetilagéo de regides promotoras) (DAHL; GRONBAEK;
GULDBERG, 2011; DOI et al., 2009; IRIZARRY, 2009).

Alteracdes nos padrdes de metilacdo génica podem ocorrer durante toda a vida,
porém é entre o periodo de embriogénese e o inicio do periodo de desenvolvimento
fetal que tais alteracdes sdo estabelecidas. Neste periodo, influéncias externas como
a exposicdo a fumaca do cigarro podem alterar os padrdes epigenéticos dos fetos
(IVORRA et al., 2015).

Estudos apontam que a exposi¢cdo pré-natal de maneira cronica a nicotina,
substancia capaz de atravessar a barreira placentaria e a hematoencefélica,
compromete o desenvolvimento do sistema nervoso central, alterando principalmente
o tempo e a intensidade do desenvolvimento celular, comprometendo desta forma o
‘programa” de neurodesenvolvimento (MAGGIO et al., 1998; MORMILE et al., 2013).

N&o s6 a exposicao ao fumo ativo pode prejudicar o desenvolvimento do SNC,
diversos trabalhos relatam que a exposicao passiva a fumaca do cigarro pode causar
danos em seu desenvolvimento, levando a uma diminuicdo de seu tamanho,
principalmente na densidade de regides como cerebelo e corpo caloso. Estas
alteracoes morfologicas podem causar prejuizo nas fungdes cognitivas, o que foi
destacado por LEE etal., 2011 e MUND et al., 2013 que mostraram que filhos de maes
fumantes possuem comprometimento da compreensao verbal e linguistica e alteracéo
na integracao dos sistema motor e visual.

Os mecanismos pelas quais estas diminui¢cdes estruturais acontecem € um tema
gue vem sendo muito discutido. TOLEDO-RODRIGUEZ et al. (2010) sugerem que a
fumaca do cigarro ao hipermetilar a regido promotora do gene da neurotrofina BDNF
€ capaz de interferir na formacédo do SNC, levando as consequéncias observadas na
vida adulta. Ja o grupo de MUKHOPADHYAY et al. (2010) sugere que a exposi¢cao
intrauterina a fumaca do cigarro pode alterar genes chave nos processos de
neurogénese, funcao sinaptica, encaminhamento dos axénios e sobrevivéncia celular
no hipocampo.

Em nossos resultados ndo encontramos alteracées na metilacdo génica global
em nenhum grupo experimental, porém apenas com esta informa¢do ndo podemos
sugerir que ndo houve alteracdes epigenéticas. Por se tratar de uma anélise global,
alteracbes sutis em genes especificos ficam dificeis de serem percebidas. Desta

forma, para responder a nossa pergunta das influéncias epigenéticas, realizamos a
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dosagem dos miRNAs na cultura de mista de glia, uma vez que as células da microglia
e 0s astrécitos sao os principais alvos dos miRNAs na neuroinflamacédo (GAUDET et
al., 2018).

Os microRNAs (mIRNA ou miR) sdo pequenas moléculas de RNA n&o
codificante, de 19 a 22 nucleotideos, preservadas de maneira evoluciondria com
funcdo de regulacdo genica. Seu mecanismo de acdo consiste em se ligar na
extremidade ndo traduzida do mRNA, levando-o diretamente a degradagao. Existem
mais de 5.000 miRNAs descritos na literatura, sendo que cada um com uma sequencia
Unica € capaz de inibir mais de mil alvos de mRNA (NEAL; RICHARDSON, 2018).
Mais de 60% dos genes codificadores de proteina sdo regulados pelos miRNAs
(GHARIBI et al., 2019). Sua biogénese se inicia na transcricdo nuclear pela RNAse II
Drosha e seu co-fator DGCR8/Pasha. Apés este processo o precursor do miRNA é
exportado para o citoplasma com auxilio da exportina 5, onde sofre diversas
modificacdes e maturacdes que sdo mediadas pela endoribonuclease Dicer. A dupla
fita de RNA gerada pela Dicer se acopla com proteinas da familia argonauta (AGO),
formando o complexo denominado RISC ou miRISC que € entdo responsavel pelo
silenciamento dos RNAs (ROITBAK, 2019).

A relacdo dos miRNAs com o SNC destaca-se tanto no periodo de
desenvolvimento, influenciando os processos de diferenciacao celular, proliferacéo e
sinaptogénese, quanto servindo de biomarcador para doencas neurodegenerativas.
Os miRNAs sao portanto fatores chave na modulacao e desenvolvimento da resposta
imune, podendo ser considerados como proé-inflamatérios (mMiRNA-155, miRNA-27b,
MiRNA-326) ou anti-inflamatérios (mMiRNA-124, miRNA-146a, miRNA-21, miRNA-223)
(CHEN et al., 2019; GHARIBI et al., 2019; PONNUSAMY; YIP, 2019).

O miR-155 é um miRNA proé-inflamatério que vem sendo amplamente estudado.
Sua primeira mencdo em um processo inflamatorio foi em 2005, na qual reportaram
sua importancia na funcdo dos linfécitos B e na producdo de citocinas. Em
macrofagos, sua transcricdo € aumentada a partir de ligantes de TLR e citocinas proé-
inflamatorias como o IFNy (O’'CONNELL et al., 2007). Os principais alvos do miR-155
sdo o fator de transcricdo C/EBP-3, o fosfato de inositol Shipl, o supressor da STAT1
— Socsl e o receptor anti-inflamatério IL13Ra-1. Desta forma, o aumento da
transcricdo do miR-155 esta relacionado com uma queda da resposta anti-inflamatoria

culminando no aumento da inflamacéo (GAUDET et al., 2018).
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O grupo de WANG et al. (2014) mostrou que a exposi¢ao a fumaca do cigarro é
capaz de aumentar a expressdo do miR-155 no modelo de arterosclerose, o que
corrobora 0s nossos dados. As alteracBes do miR-155 ja foram descritas em diversas
doencas neurodegenerativas, como por exemplo a Esclerose Lateral Amiotréfica,
Doenca de Alzheimer, Doenca de Parkinson e na Esclerose Multipla. O'CONNELL et
al. (2010), mostraram que a inibicdo ou delegcdo do miR-155 no modelo murinho da
EAE é neuroprotetora, uma vez que a ativacdo de células T auxiliares (helpers) e
citotéxicas, bem como a producdo e liberacao de citocinas esta diminuida.

Nos astrocitos o miR-155 estd aumentado apds estimulo com LPS e IFNy,
demostrando um componente importante na astrogliose derivada de um estimulo
inflamatorio (MOR et al., 2011). Ja nas células da microglia 0 miRNA-155 é descrito
como um fator importante na polarizacédo para perfil M1, uma vez que ele é capaz de
bloquear C/EBP-f3, levando a uma diminuigdo da produgao de IL-10. Além disso, ao
bloquear Shipl, ha inibicdo da formacdo de PIP3 (fosfato de 3,4,5-trifosfato de
fosfatidilinositol), com consequente diminuicdo da ativacado de AKT (proteina quinase
B), culminado em maior atividade do NF-kB e iINOS (VERGADI et al., 2017).

Outro miRNA alterado em condi¢cdes neuroinflamatdrias € o miR-146a, dotado
de uma funcao anti-inflamatéria, este miRNA possui sua transcricdo aumentada apos
ativacao do fator de transcricdo nuclear NF-kB e exerce sua funcdo ao diminuir a
sinalizacdo de TLR, além da sinalizac&o por citocinas por meio de feedback negativo
gue envolve a diminuicdo do receptor de IL-1 associado a quinase 1 (IRAK1) e do
receptor de TNF associado ao fator 6 (TRAF6) (GHARIBI et al., 2019). Quando
expresso em células endoteliais da BHE, o miR-146a é responsavel pela diminuicédo
da ativacdo do NF-kB e da adeséo de linfécitos T, limitando a infiltracdo celular e
consequentemente a neuroinflamacao no decurso da doenca (GAUDET et al., 2018).

Outro miRNA gue merece destaque em sua acéo anti-inflamatoéria € o miR-223.
Descrito principalmente por sua acéo periférica, 0o miR-223 é capaz de desencadear
uma resposta tipicamente M2 nos macrofagos, além de diminuir a sinalizacdo em
neutrofilos e células dendriticas (LI et al., 2017). A funcédo do miR-223 ainda é pouco
estudada em processos neuroinflamatorios, sabe-se que este mMiIRNA reduz a
neurotoxicidade apés a isquemia por aumentar a degradagdo do mRNA responsével
pala transcricdo dos receptores de glutamato (HARRAZ et al., 2012). Na EAE foi

observado que a delecdo do miR-223 melhora as fun¢des neuroldgicas por reduzir a
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ativacao de linfocitos TH17 pelas células dendritica, melhorando a atividade de células
supressoras (CANTONI et al., 2017).

De maneira geral, nosso trabalho mostra que a exposi¢cdo durante o periodo
gestacional altera a resposta imune da prole, ha uma maior polarizacdo das células
da microglia para o subtipo M1, com aumento da liberacdo de citocinas e NO, que
acaba gerando a morte celular em culturas enriquecidas de neurdnio. Estas alteracoes
sdo persistentes, uma vez que observamos que 0s animais expostos a fumaca do
cigarro durante a gestacdo desenvolveram uma EAE com maior grau de doenca,
maior infiltrado celular e desmielinizacdo. Estes fatos podem ser decorrentes do
aumento do miRNA-155 nas células da microglia e astrocitos. Sendo assim, podemos
sugerir que a exposicdo a fumaca do cigarro durante a gestacdo de camundongos
leva a uma programacao fetal duradoura e que repercute de forma importante nos

fendmenos biologicos da prole na vida adulta.
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6. CONCLUSOES

A exposicao de camundongos fémeas prenhes a fumaca do cigarro leva a uma
programacao fetal nas células da glia com aumento da resposta neuroinflamatéria
frente a um estimulo sistémico.

De acordo com nossos resultados, podemos destacar que as alteracdes
causadas pela exposicao gestacional a fumaca do cigarro quando desafiada com LPS
séo:

v' Aumento a transcricdo de genes pré-inflamatérios “in vivo”

v' Polarizagéo das células da microglia para o fenétipo M1

v' Aumento da liberacao de citocinas como IL-6 e TNFa no SNC

v' Aumento da producao e liberagdo de NO no SNC

v' Aumento da morte celular por apoptose sob responsabilidade das células
da microglia

v' Aumento da expressdo do miRNA-155

v' Maior grau de encefalomielite autoimune experimental com aumento de

infiltrado celular e desmielinizacéo
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BO2 Cer2 -3,3694 A PPHO0073G
G07 Socsl -2,5263 A PPH01018C
H12 Nfatcd -2,0897 A PPH00223F
Genes Over-Expressed in
Group 2 (LPS) vs. Control Group
Position Gene Symbol Fold Regulation Comments RT2 Catalog
A10 Ccl19 3,3109 A PPH21138F
A1l Ccl2 44,6791 A PPH00990H
A12 Ccl3 4,6457 B PPH00223F
BO1 Ccls 30,9777 A PPHOS5666E
B11 Cd40 2,8157 OKAY PPH00990H
C05 Csfl 3,2848 OKAY PPHO0150F
Co7 Csf3 14,6886 B PPH01018C
C09 Cxcl10 820,2763 A PPH01020B
C10 Cxcl1l 214,1027 A PPH21138F
D02 Edni 2,207 A PPH00073G
D03 Fas 4,1099 OKAY PPHO01094E
E0S 1115 2,0345 OKAY PPHO0150F
E08 Il1a 9,6328 B PPH01201C
E09 I11b 14,5755 OKAY PPH010208
FO3 116 3,4757 B PPHO1094E
F09 Nfkb2 2,3693 A PPH010208
F10 Nos2 3,0669 A PPH21138F
G02 Selp 3,544 B PPH00073G
G03 Ski 14,0966 OKAY PPHO1094E
G039 Stat1 3,4905 OKAY PPH010208
HO3 Tnf 23,7402 A PPHO1094E
HO8 Icam1 23,3441 A PPH01201C
Genes Under-Expressed in
Group 2 (LPS) vs. Control Group
Position Gene Symbol | Fold Regulation | Comments | RT2 Catalog |
BO2 Cer2 -3,2058 OKAY PPHO00073G
c11 Cxcr3 -2,2321 OKAY PPHO0990H
G07 Socs1 -2,1766 OKAY PPH01018C
Genes Under-Expressed in
Group 3 (FPS) vs. Group 2 (LPS)
Position Gene Symbol | Fold Regulation | Comments | RT2 Catalog
BO2 Cer2 -2,4765 A PPH00073G
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